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Zusammenfassung 
1 
Zusammenfassung 
Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Der erste Teil beschreibt die Optimierung 
der Expression von sieben Glycosid-Hydrolase Genen in Escherichia coli. Im zweiten Teil ist 
die Entwicklung von genetischen Werkzeugen einschließlich eines Expressionssystems für 
Thermus thermophilus beschrieben. 
Im Rahmen des EU-Projekts „Amylomics“ wurden unter anderem sieben Glycosid-Hydrolase 
Gene aus dem Mikrobiom von heißen Quellen isoliert. Dies waren vier Gene für α-Amylasen, 
(amo42, amo43, amo44 und amo45), zwei Gene für „branching enzymes“ (amo59 und 
amo63) und ein Gen für die Chitinase ChiA. Die Expression dieser Gene unter 
Standardbedingungen durch Verwendung des L-Rhamnose-induzierbaren 
Expressionssystems in E. coli, erlaubte nur eine geringe Produktion dieser Proteine bzw. 
führte zu inaktiven Proteinaggregaten und mußte daher optimiert werden. Zum Teil war die 
geringe Produktbildung auf das Vorhandensein von in E. coli selten genutzten Codons, 
insbesondere AGA und AGG, zurückzuführen. Dieses Problem konnte durch die 
Bereitstellung des kommerziellen pCodon+, das drei der in E. coli selten vorkommenden t-
RNA Gene trägt, beseitigt werden. Alternativ wurde das t-RNA Gen argU in den L-
Rhamnose-induzierbaren Expressionsvektor eingefügt, was somit einen zweiten Vektor in 
dem Produktionsstamm überflüssig machte. Durch diese Maßnahmen konnte die Produktion 
von Amo42, Amo45 und Amo63 verbessert werden. 
Zur Verbesserung der Proteinlöslichkeit wurden alle 7 Gene mit dem Gen für das Maltose-
Bindeprotein (MBP) fusioniert. Dies verbesserte bei allen sieben Genen sowohl die 
Proteinmenge als auch deren Löslichkeit. Allerdings verhielt sich deren enzymatische 
Aktivität nicht proportional zur Menge an löslich produzierten Proteinen. Um diese nach wie 
vor gegebenen Faltungsprobleme zu verringern, wurde eine Expression in dem Stamm 
E. coli SoluBL21 getestet, der für eine erhöhte Löslichkeit der zu exprimierenden Gene 
bekannt ist. Eine weitere Möglichkeit zur Erhöhung der Löslichkeit der produzierten Proteine 
war die zusätzliche Bereitstellung der Chaperone GroES-EL und DnaK/J/GrpE durch 
Zusammenfassung 
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Coexpression der Plasmide pGro7 und pKJE7. Weiterhin wurde eine Fusion der Zielproteine 
mit Peptidsequenzen aus Chaperonen wie z.B. die sogenannte „mobile loop“ Region von 
GroES, die eine Interaktion mit GroEL bewirkt, getestet. Letztendlich konnte durch die 
Verwendung von E. coli SoluBL21 und der Coexpression von Chaperon-Plasmiden sowie 
durch die Produktion von MBP-Fusionsproteinen die höchste Ausbeute an löslichem aktivem 
Protein erzielt werden. Um die Möglichkeit der Spaltung der MBP-Fusionsproteine zu haben 
und deren Reinigung durchzuführen zu können, wurde auf Genebene zwischen MBP und 
Zielprotein die Sequenz (Smt3) der Erkennungsstelle für die Ulp1-Protease eingefügt. 
Weiterhin wurde N- oder C-terminal an die Zielproteine His- oder Strep-tag Sequenzen 
angefügt, um eine Affinitätsreinigung der Zielproteine zu ermöglichen. Die dabei produzierten 
Fusionsproteine konnten in vitro durch Zugabe von Ulp1-Protease gespalten werden. 
Zusätzlich wurden für eine in vivo Spaltung der Fusionsproteine E. coli Stämme konstruiert, 
indem das ulp1-Gen in das Chromosom von E. coli integriert wurde. Auf diese Weise konnte 
schließlich gereinigtes Protein von Amo45 und Amo63 in größerer Menge erhalten werden. 
Thermophile Stämme wie Thermus thermophilus sollten die Expression von Genen aus 
thermophilen Organismen unter Bedingungen erlauben, die den ursprünglichen Habitaten 
eher entsprechen als deren Expression in mesophilen Organismen wie E. coli. Hierzu wurde 
zunächst ein E. coli-T. thermophilus Expressionsvektor konstruiert, in dem das β-
Glykosidase Gen bglT als Reportergen eingefügt wurde. Damit konnte eine Reihe von 
Promotoren für Gene aus dem Zuckerstoffwechsel von T. thermophilus auf Promotorstärke 
und Regulation untersucht werden. Näher untersucht wurde der Promotor Pcel, da dieser 
offensichtlich durch Zugabe von Cellobiose reguliert werden konnte. Dieser Promotor zeigte 
jedoch eine relativ hohe Basalaktivität und konnte durch Zugabe von Cellobiose nur um 
einen Faktor von 2 – 3 erhöht werden. Mit Hilfe dieses Expressionsvektors konnte neben 
dem bglT-Gen das T. thermophilus-eigene agaT-Gen exprimiert werden, während die 
Expression des amo45-Gens nicht nachweisbar war. Daher sind weitere Optimierungen 
bezüglich Regulierbarkeit, Promotorstärke, Translationseffizenz von Nöten. Neben dem 
Expressionssystem für T. thermophilus wurde auch ein System zur gezielten Modifikation 
Zusammenfassung 
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des T. thermophilus Genoms entwickelt. Mit Hilfe dieses Systems, basierend auf dem 
Cytosindesaminase Gen codA und einem aus T. thermophilus isolierten Promotor für das 
vermutete Trehalose-Operon, konnten beispielsweise drei Carotinoid-Biosynthese-Gene, 
nämlich TT_P0059 (CYP175A1) für β-Carotin-Hydroxylase aus der P450 Superfamilie, 
TT_P0060 (crtY) für Lycopin-β-Cyclase sowie TT_P0066 (crtI) für Phytoin-Desaturase und 
auch das bglT-Gen deletiert werden. Der dabei erzeugte ∆bglT-Deletionsstamm (T. 
thermophilus LW19) soll zukünftig für weitere Promotorstudien mit bglT als Reportergen 
verwendet werden. 
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Summary 
This study consists of two chapters. The first chapter deals with the optimization of the 
expression of seven glycoside hydrolases encoding genes in E. coli. The second chapter 
describes the development of genetic tools including gene expression and deletion in 
Thermus thermophilus. 
In the framework of the EU project ‘Amylomics’, seven genes encoding glycoside hydrolases 
were isolated from the microbiota of hots springs in Iceland. Four of these genes were 
amo42, amo43, amo44 and amo45 which encode α-amylases, another two genes encode 
Amo59 and Amo63 branching enzymes, and finally a chitinase encoding gene chiA, was 
isolated. The expression of these genes under control of PrhaBAD, the L-rhanmose-inducible 
promoter, in E. coli yielded low amounts of products and formation of inactive protein 
aggregates, which had to be further optimized. This low yield could be partially a result of the 
presence of E. coli rare Codons, especially AGA and AGG, in the sequence of these 
heterologous genes. This problem could be easily solved by introduction of the commercial 
pCodon+ plasmid, which carried the three rare t-RNA encoding genes, to the E. coli host 
strain. Alternatively, the tRNA encoding gene argU was inserted into the expression plasmid 
in order to use only a single plasmid for gene expression in the host strain. With these 
means, the production of Amo42, AMo45 and Amo63 was improved. 
To increase the protein solubility, all 7 genes were fused to the DNA sequence, which 
encoded the maltose binding protein (MBP). By this strategy, not only the yield of all 7 
proteins was increased, but also their solubility was improved. However, this higher 
production of the soluble proteins did not proportionally lead to higher enzymatic activity. In 
order to overcome the folding problem, the E. coli SoluBL21 strain was used, which is well-
known for the improved over-production of soluble proteins. Another possibility to increase 
the solubility of the overproduced proteins was the co-expression of the chaperons GroES-
EL and DnaK/J/GrpE by using the plasmids pGro7 and pKJE7. Furthermore, a fusion 
between the target protein and the peptide sequences from the chaperones, e.g. the so-
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called mobile loop region of GroES, which interacts with GroEL, was tested. Finally, by using 
E. coli SoluBL21, co-expression of the chaperons and construction of the MBP fusion 
proteins, the highest amount of the soluble and functional protein was obtained. In order to 
facilitate the folding and purification of the MBP-fusion protein, a Smt3 sequence was 
inserted between the MBP sequence and the target protein, which could be recognized by 
the Ulp1 protease. Furthermore, His- or Strep-tags were fused to the N- or C-terminus of the 
target proteins in order to purify the proteins by the affinity chromatography. Likewise, the 
produced fusion proteins could be processed by the Ulp1 protease in vitro. Additionally, to 
process the fusion proteins in vivo, an E. coli strain was constructed in which the ulp1 gene 
was integrated into its genome. In this way, the purified Amo45 and Amo63 proteins were 
produced in higher amounts. 
Due to their similar natural habitats, thermophile strains, such as Thermus thermophilus, are 
likely able to express the genes originated from thermophile microorganisms better than the 
mesophilic organisms such as E. coli. Accordingly, an E. coli-Thermus shuttle plasmid was 
constructed carrying the β-glycosidase encoding gene bglT as a reporter gene. Using this 
plasmid, the strength and regulation of different promoters of the sugar utilization systems in 
T. thermophilus were studied. Among the studied promoters, a cellobiose-inducible promoter, 
denoted as Pcel, was more promising. Pcel showed a relatively high basal activity, which was 
inducible by 2 to 3-fold after the addition of cellobiose. By this expression system, the agaT 
gene of T. thermophilus was expressed in addition to bglT’; whereas the expression of 
amo45 was not successful. Therefore, further optimization of the system including the 
regulation, promoter strength and translation efficiency are essential. Besides the expression 
system for T. thermophilus, a gene deletion system for the T. thermophilus genome was 
developed. This system consisted of a cytosindesaminase (codA) and the promoter of the 
putative trehalose operon. To test the newly developed deletion system, three carotenoids 
biosynthesis genes, i.e. TT_P0059 (CYP175A1) encoding β-carotene hydroxylase from the 
P450 superfamily, TT_P0060 (crtY) encoding Lycopen β-cyclase and TT_P0066 (crtI) 
encoding phytoene desaturase, as well as bglT were deleted. The constructed ∆bglT mutant 
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(strain T. thermophilus LW19) is very well suited for further studies using bglT as the reporter 
gene, especially for studying other promoters. 
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1 Einleitung 
Die Stärke und Kohlenhydrate produzierende und verarbeitende Industrie verwendet meist 
biokatalytische Prozesse für die Modifizierung und Fraktionierung der Polysaccharide und 
ihrer Derivate. Bei den industriellen biokatalytischen Prozessen werden in der Regel hohe 
Temperaturen (60°-100° C) benötigt, um die Viskosität der Polysaccharide abzusenken und 
die Löslichkeit und den enzymatischen Zugang zu erhöhen. Dadurch besteht ein ständiger 
Bedarf an thermostabilen Enzymen, die für die Synthese, Fraktionierung und/oder 
Modifikation von Kohlenhydraten verwendet werden können. Thermostabile Enzyme, die 
auch ihr Aktivitätsoptimum bei hohen Temperaturen haben, kann man zum Teil in 
mesophilen Organismen finden, oder mesophile Enzyme durch Mutation an hohe 
Temperaturen adaptieren. Meistens aber stammen sie aus Organismen, die aus 
thermophilen, zum Teil auch aus extrem thermo-acidophilen und thermo-alkalophilen 
Biosphären isoliert werden. Des Weiteren sind die an diese Umgebungen angepassten 
Enzyme nicht nur thermostabil, sondern auch oft resistent gegenüber Proteasen, 
organischen Lösungsmitteln und extremen pH-Werten. Folglich sind sie oft auch tolerant 
gegenüber vielen widrigen Bedingungen, die in industriellen Prozessen anzutreffen sind.  
Eine weitere Möglichkeit, der wachsenden Nachfrage nach thermostabilen Enzymen zu 
begegnen, ist die Identifizierung und Isolierung entsprechender Gene in 
Metagenomprojekten, in denen genetisches Material aus Mikroorganismen, die z.B. in 
heißen Quellen heimisch sind, isoliert wird. Bei einem aktivitätsbasierten Screening wird 
diese DNA anschließend in Expressionsvektoren kloniert, mit diesen heterologen Wirten 
transformiert und die gewünschte Aktivität identifiziert. Alternativ dazu, kann die DNA aus 
den Metagenomen erst sequenziert und assembliert werden und dann daraus durch 
„Sequence-Capture“-Methoden oder einfache Polymerasekettenreaktion (PCR) die 
gewünschten Gene isoliert werden. Das EU-Projekt AMYLOMICS, in dessen Rahmen diese 
Dissertation erstellt wurde, beinhaltet ein solches Metagenom-Projekt. Das Ziel dieses 
Projekts war, neue und robuste Enzyme für die Stärke und Kohlenhydrate verarbeitende 
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Industrie zu finden und bereitzustellen. Die Anwendung solcher Enzyme sollte bestehende 
Prozesse verbessern und zu neuen Primärprodukten führen. 
1.1 Thermostabile Glycosid-Hydrolasen  
Die Glycosid-Hydrolasen (EC 3.2.1.-) bilden eine weitverzweigte Gruppe von Enzymen, die 
glycosidische Bindungen zwischen zwei Kohlenhydratresten oder zwischen einem 
Kohlenhydratrest und einem Aglykon spalten. Basierend auf Sequenzähnlichkeiten der 
Proteinsequenzen (Henrissat 1991; Henrissat und Bairoch 1993), werden die Glycosid-
Hydrolasen (GH) mittlerweile in 145 Familien klassifiziert. Andererseits können sie auch 
anhand ihrer Domänenstrukturen in 15 Klane (GH-A bis GH-N; β/α8 bis nur β-Helices) 
gruppiert werden (Naumoff 2011). Diese Daten stehen in der CAZY (Carbohydrate-Active 
enZYmes database) Datenbank zur Verfügung (Lombard et al. 2014). Anhand ihrer 
katalytischen Reaktion bzw. ihrer Substratspezifität werden sie in der IUPAC IUBMB 
Nomenklatur klassifiziert. Z.B. α-Amylasen spalten α-glykosidische Bindungen von Amylose; 
branching enzymes (1,4-α-Glucan-verzweigendes Enzym) hängen Polyglucoseketten an 
langkettige Polysaccharide an, d.h. die lineare Kette einer Amylose wird verzeigt zum 
Amylopectin; Chitinasen spalten Chitin, ein (N)-Acetyl-β-1-4-Glucosaminpolymer; 
Neopullulanasen spalten Pullulan, ein lineares Polysaccharid bestehend aus 
Maltotrioseeinheiten. Die meisten Kohlehydrat modifizierenden Enzyme wie α-Amylasen sind 
in der GH-Familie 13 zu finden, in der 806 (Stand 2016) charakterisierte Proteine vertreten 
sind. Weniger bekannte Vertreter sind in der GH Familie 57 zu finden mit nur 23 
charakterisierten Enzymen. 
Neben der industriellen Bedeutung sind die thermostabilen Glycosid-Hydrolasen wie auch 
andere thermostabile Enzyme aufgrund ihrer hohen Temperaturtoleranz in den letzten 
Jahren zunehmend ins Visier der Forschung gekommen. Wichtigstes Ziel der 
Untersuchungen ist die Gewinnung eines besseren Verständnisses der molekularen 
Besonderheiten, welche die Temperaturtoleranz bedingen.  
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1.2 Escherichia coli als Produktionsstamm für Enzyme 
1.2.1 Übersicht der Strategien zur Optimierung der heterologen 
Proteinproduktion in Escherichia coli 
E. coli ist der am besten untersuchte und am meisten verwendete Stamm zur Produktion 
rekombinanter Proteine und bietet viele Vorteile, wie z.B. die geringe Verdopplungszeit von 
ca. 20 min. unter optimalen Bedingungen (Sezonov et al. 2007), eine durch Fermentation 
erreichbare Hochzelldichte von bis zu 200 g l-1 Biotrockenmasse (Lee 1996), eine Vielzahl 
von Expressionssystemen sowie hohe Transformationsraten und einfache Manipulierbarkeit 
des Genoms (Pope und Kent 1996). Bei der heterologen Expression von Genen in E. coli 
können eine Vielzahl von Problemen auftreten, die entweder zu geringen Ausbeuten an 
Proteinen oder zu inaktiven Proteinen führen. Für die Bewältigung dieser Probleme werden 
in der Literatur zahlreiche Strategien zur Lösung aufgeführt (Altenbuchner und Mattes 2005; 
Sørensen und Mortensen 2005; Francis und Page 2010; Rosano und Ceccarelli 2014). 
Dabei muss jedoch für jede neue Problemstellung zunächst eine individuell passende 
Kombination aus verschiedenen Strategien erarbeitet werden. 
Die Ursachen für eine geringe Expression oder inaktive Enzyme sind vielfältig. Eine geringe 
Produktion von Proteinen kann an schwachen Promotoren oder einer suboptimalen 
Translationsinitiationsregion liegen, an der unterschiedlichen Codon Präferenz, einer 
instabilen mRNA oder an Transkriptionsterminator-ähnlichen Strukturen im Gen, die zum 
Abbruch der Transkription führen oder auch an der Instabilität des Proteins, das durch E. coli 
eigene Proteasen sofort nach Entstehung wieder abgebaut wird. Die Inaktivität von Proteinen 
kann verursacht werden durch das Fehlen eines spezifischen Kofaktors oder von 
Helferproteinen zum Einbau des Kofaktors, das Fehlen von Disulfidbrücken bei intrazellulärer 
Produktion oder die Ausbildung falscher Disulfidbrücken nach der Sekretion, fehlende 
Prozessierung, z. B. durch spezifische Proteasen oder auch durch falsche Translationsstarts. 
Am häufigsten aber kommt es zur Fehlfaltung von Proteinen durch eine zu geringe Menge 
an Faltungshelferproteinen (Chaparone), die dann meist zur Aggregation der Proteinketten 
zu sogenannten „Inclusion bodies“ führt. 
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Im Folgenden wird auf einige dieser Probleme der Genexpression detailliert eingegangen 
und mögliche Lösungen dafür aufgezeigt. 
1.2.2 „Codon-Usage“ und seltene tRNAs 
In der Natur gibt es 20 Aminosäuren, für die insgesamt 61 Codons zur Verfügung stehen. 
Während manche Aminosäuren durch ein einziges Codon verschlüsselt sind, werden die 
meisten Aminosäuren durch zwei bis sechs Codons kodiert, welche sich typischerweise an 
der Position des dritten Nukleotids unterscheiden. Verschiedene Codons, die für die gleiche 
Aminosäure kodieren, werden als synonyme Codons bezeichnet. Allerdings variiert die 
Häufigkeit der jeweils synonymen Codons sowohl zwischen den Spezies (Grantham et al. 
1980; Sharp et al. 1988) als auch zwischen den Genen innerhalb eines einzigen Genoms 
(Ikemura 1981, 1985). Dieses Phänomen bezeichnet man als Codon-Präferenz (codon bias). 
In E. coli existieren für Arginin sechs Codons, von diesen gehören AGA und AGG mit jeweils 
0,25 % bzw. 0,14 % (bezogen auf alle Codons im Genom) und 4,5 % bzw. 2,7 % (bezogen 
auf die sechs Codons für Arginin) zu den seltenen Codons (Imamura et al. 1999). Bezieht 
man ihre Häufigkeit auf 40 hoch exprimierte Gene in E. coli, werden diese zwei Codons 
sogar noch seltener benutzt (Sharp et al. 2010). Im Gegensatz dazu treten die Codons AGA 
und AGG zum Beispiel in Saccharomyces cerevisiae mit einer Häufigkeit von jeweils 2,13 % 
bzw. 0,93 % und 48,0 % bzw. 20,9 % auf. Archaeen weisen eine ähnliche Häufigkeit für AGA 
und AGG auf wie die Hefe (Imamura et al. 1999). Das Vorhandensein von seltenen Codons 
kann die heterologe Expression von Genen aus Eukaryoten, Archaeen oder aus Eubakterien 
mit anderer Codon Präferenz in E. coli erschweren und die Menge an produziertem Protein 
stark veringern (Brinkmann et al. 1989). E. coli besitzt sieben tRNA Gene für Arginin (Lowe 
und Eddy 1997), davon kodieren vier Gene tRNACGU. Die anderen drei tRNAs, tRNACGG, 
tRNAAGG (argW) und tRNAAGA (argU oder dnaY) werden jeweils nur von einem Gen kodiert, 
wobei tRNAAGG und tRNAAGA in E. coli gleichzeitig in sehr geringen Mengen produziert 
werden (Komine et al. 1990). Daher gibt es in E. coli insbesondere dann Probleme in der 
Expression, wenn heterologe Gene diese beiden Codons AGA und AGG in größerer 
Häufigkeit aufweisen. Neben dem Austausch dieser in E. coli seltenen Codons in häufig 
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gebrauchte Codons in den zu exprimierenden Genen durch ortsspezifische Mutation oder 
Neusynthese der Gene, kann die Expression auch durch die Bereitstellung zusätzlicher 
Kopien der entsprechenden tRNA-Gene auf „multi-copy“ Plasmiden verbessert werden. 
Beispielsweise führt die Coexpression von argU zu einer Erhöhung der Expression von 
Genen, die die seltenen Codons AGA und AGG enthalten (Brinkmann et al. 1989; Wakagi et 
al. 1998). Auch bei den Codons AUA (ileY), CUA (leuW) und CCC (proL), die für die 
Aminosäuren Isoleucin, Leucin und Prolin kodieren, kann eine starke Variation der Häufigkeit 
innerhalb und zwischen Prokaryoten, Eukaryoten und Archaeen beobachtet werden (Kim 
und Lee 2006). Für die Kompensation des tRNA-Mangels, der bei Expression von Genen mit 
seltenen Codons durch starke Promotoren in E. coli auftritt, stehen mittlerweile kommerziell 
erhältliche Stämme wie E. coli BL21(DE3)-CodonPlus®-RIL (Stratagene) oder E. coli 
RosettaTM (Novagen) zur Verfügung, welche zusätzliche Kopien von argU, ileY, proL und 
leuW im Genom oder auf einem Helferplasmid tragen. 
1.2.3 Chaperone 
Viele Probleme einer geringen Expression lassen sich damit beheben, indem starke 
Promotoren und optimale Translationsinitiationsregionen durch die Expressionsvektoren 
bereitgestellt werden oder bei Problemen der mRNA-Stabilität oder Codon Usage, indem das 
heterolog zu exprimierende Gen zum Beispiel neu synthetisiert wird. Andere Maßnahmen 
müssen getroffen werden, wenn große Mengen eines Proteins in einer Zelle hergestellt 
werden können, das Protein aber eine falsche Faltung einnimmt und damit inaktiv ist.  
Ein sehr einfaches Mittel gegen Fehlfaltung ist eine Verringerung der Wachstumstemperatur 
während der Expressionsphase, wobei die Temperatur auf 30°C oder auch auf 
Raumtemperatur und sogar noch tiefer abgesenkt werden kann. Ein Nachteil ist dabei, dass 
die Zeit für die Produktion verlängert werden muss, von wenigen Stunden auf bis zu 48 h. 
Hier kann der Einsatz von Chaperonen helfen, die an der korrekten Faltung von Proteinen 
Anteil haben. Verschiedene Chaperone kommen dafür in Frage. Ein Beispiel sind das 
Chaperon GroEL (Hsp60) und sein Co-Chaperon GroES (Hsp10), die eine wesentliche Rolle 
bei der Vermittlung der Proteinfaltung und der Verhinderung von Proteinaggregation spielen. 
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Das GroEL/ES Chaperon-System von E. coli ist inzwischen sehr intensiv untersucht (Hartl 
1996; Xu et al. 1997; Richardson et al. 1998; Sigler et al. 1998; Hartl und Hayer-Hartl 2002; 
Horwich et al. 2007). GroEL ist ein ringförmiges Doppel-Heptamer, welches aus 14 
identischen Untereinheiten mit jeweils 57 kDa aufgebaut ist, während GroES aus sieben 
identischen Untereinheiten mit jeweils 10 kDa besteht, die ebenfalls einen Heptamer-Ring 
bilden. Der GroEL Doppelring besitzt eine äquatoriale ATPase-Domäne, eine apikale 
Substratbinde-Domäne mit hydrophober Oberfläche und eine dazwischen liegende Gelenk-
Domäne. Kristallographische und biochemische Studien ergaben, dass der GroES-Komplex 
das Ende des GroEL-Zylinders abdeckt und über sieben bewegliche, haarnadelförmigen 
Schleifen an diesen bindet (Landry et al. 1993; Xu et al. 1997; Richardson et al. 1999). Die 
Bindung von GroES führt bei GroEL zur einer Konformationsänderung, welche eine tiefere 
Positionierung des Substrats in dem von GroEL-ES gebildeten Zylinder bewirkt. Die 
naszierenden Peptidketten können in dem GroEL-ES Zylinder bis zu einer Größe von ca. 60 
kDa gefaltet werden (Mayhew et al. 1996; Weissman et al. 1995). Sogar die Aconitase (82 
kDa) aus Hefe-Mitochondrien erreicht durch einige Bindungs- und Freisetzungszyklen an 
GroEL den nativen Zustand, jedoch ohne dabei vollständig vom GroEL-Zylinder eingekapselt 
zu werden (Chaudhuri et al. 2001). Auch die α-Untereinheit der Decarboxylase E1 aus 
menschlichen Mitochondrien, die mit Maltose-Bindeprotein (MBP) zu einer gesamten Größe 
von 86 kDa fusioniert wurde, konnte mittels GroEL-ES in vitro korrekt gefaltet werden (Huang 
und Chuang 1999). 
Das Hsp70-System spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Proteinsynthese, -faltung und 
-translokation sowie dem Abbau von Polypeptiden und wurde ebenfalls intensiv untersucht 
(Hartl 1996; Bukau und Horwich 1998; Hartl und Hayer-Hartl 2002). Das Hsp70-System 
besteht in E. coli aus DnaK (Hsp70), dem Cofaktor DnaJ (Hsp40) und dem 
Nukleotidaustauschfaktor GrpE. Insgesamt arbeitet das Hsp70-System in einem ATP-
abhängigen Zyklus, welcher zwischen hoch- und niedrigaffiner Bindung von DnaK an die 
Substratproteine wechselt. DnaJ vermittelt die Bindung des Substratproteins an DnaK und 
GrpE fördert die Bindung von ATP an DnaK sowie die Dissoziation von ADP. E. coli Zellen 
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mit fehlendem dnaK-Gen akkumulieren bei hoher Temperatur (42°C) eine große Menge an 
Proteinaggregaten (Mogk et al. 2002). Eine Coexpression von dnak/dnaJ/grpE kann die 
Produktion von aktiven, heterologen Proteinen wie beispielsweise die Transglutaminase aus 
der Schweineleber und die Cyclohexanon-Monooxygenase (CHMO) aus Acinetobacter sp. 
erhöhen (Ikura et al. 2002; Lee et al. 2004).  
Im Vergleich zu dem Hsp60- bzw. dem Hsp70-System stellt der ATP-unabhängige 
Triggerfaktor das einzige Ribosomen-assoziierte Chaperon in Bakterien dar. Der 
Triggerfaktor ist direkt am Ende des ribosomalen Tunnels lokalisiert, wo synthetisierte 
Polypeptidketten aus dem Ribosom austreten. Auf diese Weise interagiert der Triggerfaktor 
als erstes Chaperon mit den naszierenden Polypeptidketten und beschränkt zunächst den 
Zugang von weiteren Faktoren wie DnaK und GroEL Chaperonen. Verlassen die 
Polypeptidketten den Triggerfaktor, werden sie entweder spontan gefaltet (zu ca. 70 %) oder 
mit Hilfe von GroEL-ES bzw. DnaK-DnaJ-GrpE gefaltet. (Valent et al. 1995; Hesterkamp und 
Bukau 1996; Stoller et al. 1995; Hartl und Hayer-Hartl 2002; Kandror et al. 1995; Hoffmann 
et al. 2010; Maier et al. 2001). Eine Coexpression des Triggerfaktor-Gens zusammen mit 
dnaK verbesserte beispielsweise in E. coli die Faltungsausbeute von Proteinen mit 
Multidomänen, wie z.B. einer bakteriellen β-Galaktosidase oder der prokaryotischen 
Luciferase. Allerdings ist der Faltungsvorgang dadurch verzögert worden (Agashe et al. 
2004). 
Für die zusätzliche Produktion von Chaperonen stehen zwei kommerziell erhältliche 
Helferplasmide, pGro7 und pKJE7 (Takara Bio Inc. Japan), zur Verfügung. Die 
Helferplasmide tragen die Gene für den GroEL/GroES-Komplex oder den DnaK/DnaJ/GrpE-
Komplex, die bei der Produktion von heterologen Proteinen coexprimiert werden. In der 
Praxis kann der Anteil an löslichen Proteinen auch durch Verwendung des Stammes E. coli 
SoluBL21TM (Genlantis, USA) erhöht werden. Dieser besitzt einige nicht charakterisierte 
Mutationen, die die korrekte Faltung der Proteine verbessern.   
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1.2.4 Erhöhte Löslichkeit von Proteinen durch Proteinfusionen 
Eine ganz andere Art, die Löslichkeit eines Proteins zu erhöhen, bietet die Fusion mit einem 
zweiten, gut löslichen Protein. Zunächst wurden unterschiedliche Proteine auf DNA-Ebene 
miteinander fusioniert, um die Detektion oder/und Reinigung eines Fusionspartners zu 
ermöglichen (Uhlén et al. 1983). Dabei wurde festgestellt, dass die Ausbeute eines 
rekombinanten Proteins oft verbessert wurde (Butt et al. 1989). Interessanterweise wurde 
manchmal auch die Löslichkeit eines rekombinanten Proteins durch den Fusionspartner 
erhöht. Fusionproteine sind daher zu Meilensteinen der modernen biologischen Forschung 
mit einer breiten Anwendung in der Biotechnologie geworden (Uhlén et al. 1992). Für die 
Verbesserung der Proteinlöslichkeit in E. coli werden häufig Fusionspartner verwendet wie 
Maltose-Bindeprotein (MBP), Transkriptionsterminator NusA, Thioredoxin (Trx) (LaVallie et al. 
1993), Glutathion-S-Transferase (GST) (Smith und Johnson 1988), Protein A 
(Staphylococcus aureus) (Samuelsson et al. 1994), Thiol-Disulfid-Oxidoreductase A (DsbA) 
(Zhang et al. 1998), Ubiquitin (Baker 1996) und SUMO (small ubiquitin-related modifier) 
(Malakhov et al. 2004) (Butt et al. 2005). Darüber hinaus kann bei einem Zielprotein der 
Anteil an korrekt gefalteten Molekülen gesteigert werden, indem eine Peptidsequenz aus 
GroES angefügt wird, die in GroES eine bewegliche Schleife bildet und die Interaktion von 
GroEL mit GroES verbessert (Donnelly et al. 2001). 
Die am häufigsten verwendeten Fusionspartner in E. coli sind MBP und NusA. MBP hat 
zudem den Vorteil, dass es auch zur Reinigung der Fusionsproteine über 
Affinitätschromatographie verwendet werden kann. MBP, kodiert von malE, ist Teil des 
Maltose/Maltodextrin-Systems von E. coli, welches für die Aufnahme und den Katabolismus 
von Maltose und Maltodextrin verantwortlich ist (Boos und Shuman 1998; Nikaido 1994). Für 
die Konstruktion von Fusionsproteinen wird das zu exprimierende Gen C-terminal an malE 
gekoppelt. MBP kann sowohl die Produktion als auch die Löslichkeit seiner Fusionspartner 
verbessern (Raran-Kurussi und Waugh 2012). Trotz erhöhter Löslichkeit ist eine korrekte 
Faltung des Fusionspartners und damit dessen Funktionalität nicht gewährleistet. Der 
konkrete Mechanismus für die Verbesserung der Löslichkeit ist bis jetzt unklar. Für den 
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zugrunde liegenden Mechanismus gibt es zwei verschiedene Erklärungsmodelle: 1) Die 
MBP-Fusionsproteine bilden lösliche Mizellen-ähnliche Strukturen, bei denen die Zielproteine 
innen lokalisiert sind, während MBP sich nach außen orientiert (Nominé et al. 2001). 2) MBP 
wirkt wie ein Chaperon-Magnet, indem es über einen Kontakt mit GroEL die Interaktion des 
Zielproteins mit GroES-EL begünstigt (Douette et al. 2005). 
1.2.5 Proteolytische Spaltung von Fusionsproteinen 
Auch wenn die Bildung von Fusionsproteinen gewisse Vorteile bietet, kann es sich nachteilig 
auf die enzymatischen Eigenschaften des Zielproteins auswirken. Daher braucht es 
Methoden zur gezielten Spaltung der Fusionsproteine, welche die Freisetzung der nativen 
Proteine ermöglicht. Für die Spaltung wird üblicherweise eine Protease verwendet, die eine 
Erkennungssequenz zwischen den beiden Fusionspartnern erkennt und spaltet. Häufig 
verwendet werden TEV (tobacco etch virus) Protease (Carrington et al. 1989), Thrombin und 
Faktor Xa (Jenny et al. 2003). Die Nachteile der obigen Proteasen sind ihre in Proteinen 
häufig vorkommenden Erkennungssequenzen, die eventuell auch im Zielprotein vorkommen 
sind, sowie das Hinterlassen von zusätzlichen Aminosäuren am Zielprotein nach der 
Spaltung, die zum Beispiel für medizinische Anwendungen der resultierenden Proteine nicht 
akzeptabel sind. 
Ein alternatives proteolytisches System ist das Ulp1/Smt3-System aus S. cerevisiae (Li und 
Hochstrasser 1999; Johnson und Blobel 1999; Malakhov et al. 2004). Ubiquitin und 
Ubiquitin-ähnliche Proteine modulieren Proteinfunktionen von zellulären Prozessen in einer 
Eukaryotenzelle durch kovalente Modifikation. Smt3, ein essentielles „Small Ubiquitin-related 
MOdifier“ (SUMO) Protein von S. cerevisiae, wird durch eine proteolytische Prozessierung 
durch Ulp1 in die reife Form mit einem typischen Glycin-Glycin-Motiv am C-terminalen Ende 
umgewandelt. Das gereifte Smt3 modifiziert Proteine durch die kovalente Bindung an eine 
Lysin-ε-Aminogruppe des Zielproteins, katalysiert durch die Enzyme E1 und E2. Die 
Cysteinyl-Protease Ulp1 (Ubl-specific protease 1; Ubl steht für ubiquitin-like proteins) erkennt 
die Tertiärstruktur von Smt3 und spaltet dieses am C-terminalen Ende direkt nach dem Gly-
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Gly-Motiv. Dadurch kommt es zur Reifung von Smt3 als auch zur Abspaltung von Smt3 von 
der ε-Aminogruppe der modifizierten Zielproteine (Abb. 1). Diese spezifische Spaltung durch 
Ulp1 ermöglicht eine exakte Abtrennung des Zielproteins von seinem Fusionspartner (z. B. 
MBP-Smt3-Zielprotein), ohne dass an diesem zusätzliche Aminosäurereste verbleiben. 
Außerdem erhöht Smt3 auch die Produktion und Löslichkeit der fusionierten Zielproteine in 
E. coli (Malakhov et al. 2004).  
 
Abb. 1: Kristalline Struktur von Ulp1-Smt3 (Mossessova und Lima 2000). Smt3 und Ulp1 werden 
jeweils in Grün und Türkis dargestellt. Das C-terminale Gly-Gly-Motiv von Smt3 ist rot markiert. 
 
1.2.6 Bildung von Disulfidbrücken 
Die Formation von Disulfidbrücken ist eine wichtige post-translationale Modifikation vieler 
Proteine. Diese findet normalerweise unter oxidierenden Bedingungen statt, wie sie im 
endoplasmatischen Retikulum der Eukaryoten und im Periplasma der Prokaryoten vorliegen. 
In E. coli existieren parallel zwei Wege zur Bildung von Disulfidbrücken. Zum einen gibt es 
den oxidativen Weg mit den zwei Thiol-Disulfid-Oxidoreductasen DsbA und DsbB, bei dem 
die Elektronen der Sulfhydrylgruppen der Proteine via DsbA, DsbB, Ubichinon und der 
Ubichinon-Oxidase ins Cytosol und dort auf O2 übertragen werden. Daneben gibt es den 
Isomerisierungsweg mit den zwei Disulfid-Isomerasen DsbC und DsbD, bei dem DsbD den 
reduzierenden Zustand von DsbC stabilisiert, und die Reduktionsäquivalente von NADPH 
über das Thioredoxin- / Thioredoxinreduktase-System wiedergewinnt (Sevier und Kaiser 
2002; Kadokura et al. 2003; Inaba 2009). Im Cytosol der Prokaryoten herrschen 
reduzierende Bedingungen, die keine Disulfidbindungen zulassen. Daher ist die Formation 
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der Disulfidbindung in Cytosol schwer zu bewerkstelligen. In den letzten Jahren wurden 
einige kommerziell erhältliche E. coli Stämme konstruiert, wie OrigamiTM oder Rosetta-
gamiTM (Novogen), bei denen die Gene für Thioredoxin- und Glutathionreduktase deletiert 
wurden, damit Thioredoxin und Glutathion im Cytosol oxidiert bleiben und somit die 
Disulfidbrückenbildung gefördert wird, und der Stamm Shuffle® T7, der einmal eine 
zusätzliche Kopie von dsbC ohne Signalsequenz für den Export exprimiert, wodurch die 
Bildung von Disulfidbrücken im Cytosol ebenfalls begünstigt wird (Bessette et al. 1999).  
Weiterhin kann DsbB so verändert werden, dass die aktive Seite der Thiol-Disulfid-
Oxidoreduktase ins Cytoplasma ragt. Bei der Coexpression von dsbA, ebenfalls ohne 
Signalsequenz für den Export, können dann Disulfidbrücken im Cytoplasma gebildet werden, 
wobei DsbA den Elektronentransport zwischen dem invertierten DsbB und den Zielproteinen 
vermittelt (Hatahet und Ruddock 2013; Slotboom 2013).  
Die Sulfhydryloxidase Erv1p aus Hefemitochondrien katalysiert eine Disulfidbrückenbildung 
de novo, bei der O2 zu H2O2 reduziert wird. Das Erv1p wurde eingesetzt, um z.B. aktive 
alkalische Phosphatase und Phytase im Cytosol von E. coli zu synthetisieren (Lee et al. 2000; 
Hatahet et al. 2010).  
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1.3 Thermus thermophilus als Wirt zur heterologen Genexpression 
Der Einsatz eines thermophilen Produktionsstammes wie Thermus thermophilus bietet die 
Möglichkeit, Gene aus thermophilen Organismen etwa unter gleichen 
Temperaturbedingungen zu exprimieren, wie sie bei den ursprünglichen Wirten vorherrschen 
und damit eventuell Schwierigkeiten wie „Inclusion body“ Bildung zu vermeiden, die bei der 
Expression dieser Gene in mesophilen Stämmen häufig zu beobachten sind (Jenney und 
Adams 2008). Verglichen mit E. coli stehen für die genetische Manipulation und Optimierung 
von T. thermophilus als Produktionsstamm derzeit nur wenige molekulare Werkzeuge zur 
Verfügung. Daher ist die Entwicklung von neuen Werkzeugen wie Expressionsvektoren eine 
wichtige Aufgabenstellung, um die Anwendbarkeit des Stammes zu verbessern. 
1.3.1 Thermus thermophilus 
 
Abb. 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Thermus thermophilus HB27 bei 80°C (Salzer et al. 
2014). Maßstab = 0,5 µm 
 
Thermus thermophilus ist ein gram-negatives, gelb pigmentiertes Bakterium, welches bei 
Temperaturen von bis zu 85°C wächst (Oshima und Imahori 1974) (Abb. 2). Der Stamm 
gehört zum Phylum Deinococcus-Thermus und hat einen GC-Gehalt von 69%. Die für die 
experimentelle Handhabung attraktiven Eigenschaften sind hohe Wachstumsraten, hohe 
Zellausbeuten, konstitutive natürliche Kompetenz und nicht zuletzt die zur Verfügung 
stehende Genomsequenz (Koyama et al. 1986; Cava et al. 2009). Das kleine Genom, 
welches aus dem 1,9 Mb umfassenden Chromosom und einem oder mehreren Plasmiden 
besteht (Henne et al. 2004), besitzt wenige paraloge Gene. Daher bietet sich für die 
Aufklärung spezifischer Genfunktionen die Untersuchung von Knockout-Mutanten an (Cava 
et al. 2009). Außerdem ist T. thermophilus ein vielversprechender Kandidat für die 
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Produktion von thermostabilen Proteinen, von denen die meisten in mesophilen Stämmen 
wie E. coli nicht in einer korrekt gefalteten Form produziert werden können. Die aktuell 
verfügbaren Werkzeuge zur genetischen Manipulation von T. thermophilus, auf die im 
Folgenden noch etwas genauer eingegangen werden soll, beinhalten E. coli-Thermus 
Shuttle-Vektoren und verschiedene Deletions- und Integrationssysteme (Tamakoshi et al. 
1997; Maseda und Hoshino 1998; Tamakoshi et al. 1999; Fujita et al. 2012; Cava et al. 
2009). 
1.3.2 Selektionsmarker für Thermus thermophilus 
Derzeit stehen für T. thermophilus nur wenige thermostabile Antibiotikaresistenzmarker zur 
Verfügung (Tab. 1), nämlich eine Kanamycin-Adenylyltransferase (Hoseki et al. 1999; 
Hashimoto et al. 2001), ein Bleomycin-Bindeprotein (Brouns et al. 2005) und eine 
Hygromycin-B-Phosphotransferase (Nakamura et al. 2005). Eine alternative Strategie zur 
Selektion ist die Komplementation von Gendefekten in auxotrophen Stämmen, d.h. indem 
die fehlende Funktion, z.B. der Tryptophan-Synthetase (trpB) (Koyama et al. 1990) oder der 
Malat-Dehydrogenase (mdh) (Kayser und Kilbane 2001), in trans bereitgestellt wird. 
1.3.3 Markerlose Deletionssysteme für Thermus thermophilus 
Die begrenzte Anzahl der verfügbaren Selektionsmarker und die Nachfrage nach Mutanten, 
deren Konstruktion diese wenigen Marker nicht auf irreversible Weise verbraucht, sind eine 
starke Triebfeder für die Entwicklung von Systemen für die markerlose Genommanipulation 
in T. thermophilus, die auf Gegenselektionsmarker beruhen. Dabei können Gene modifiziert, 
deletiert oder ausgetauscht werden. Das allgemeine Prinzip der Strategie einer 
Gegenselektion folgt in zwei Schritten: Der erste Schritt umfasst die, über eine homologe 
Rekombination erfolgende, gezielte Genomintegration eines Suizidplasmids. Dieses enthält 
das gewünschte auszutauschende Allel oder im Falle einer Deletion zwei Fragmente, die die 
zu deletierende genomische Region flankieren. Weiterhin braucht es einen 
Antibiotikaresistenzmarker und einen gegenselektierbaren (negativen) Marker. Klone mit 
integriertem Plasmid werden durch ihre Antibiotikaresistenz identifiziert (1. Homologe 
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Rekombination). Der zweite Schritt beinhaltet die spontane Exzision des Plasmids durch eine 
erneute homologe Rekombination. In circa 50 % der Fälle bleibt das auszutauschende Allel 
im Genom zurück oder es tritt die gewünschte Deletion ein. Mutanten, bei denen das 
Plasmid verloren gegangen ist, können durch den negativen Marker selektiert werden. Der 
Verlust des Plasmids kann durch das Fehlen der Antibiotikaresistenz überprüft werden. 
Wieweit auch die gewünschte Veränderung eingetreten ist, kann z. B. über Colony-PCR 
geklärt werden (Abb. 3). 
 
Abb. 3: Markerlose Gendeletion durch ein System mit Gegenselektionsmarker. 
 
Eine zuverlässige Gegenselektionsstrategie ist die Hemmung der Thymidylat-Synthase 
durch das Uracil-Analogon 5-Fluorouracil (5-FU). Dafür wird häufig das Enzym Uracil-
Phosphoribosyltransferase (Upp) (UPRTase; EC 2.4.2.9) verwendet, das die Synthese von 
Uracil und Phosphoribosylpyrophosphat zu Uridinmonophosphat (UMP) katalysiert (Abb. 4). 
Die Umsetzung von 5-FU zu 5-Fluorouridinmonophosphat (5-FUMP) durch Upp und 
anschließend weitere Transformationen von 5-FUMP zu 5-FdUMP führen schließlich zu 
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einer irreversiblen Inhibition der Thymidylat-Synthase (Cohen et al. 1958; Andersen et al. 
1992). Ein upp-defekter Stamm ist daher in der Lage, in Anwesenheit von 5-FU zu wachsen, 
während im Falle einer Expression von upp der Zelltod durch Thymin-Mangel verursacht wird. 
Upp-Deletionssysteme wurden mittlerweile für verschiedene Bakterienarten wie Bacillus 
subtilis, Enterococcus faecalis, Desulfovibrio vulgaris, Lactobacillus acidophilus, 
Pseudomonas putida und Corynebacterium glutamicum (Fabret et al. 2002; Kristich et al. 
2005; Keller et al. 2009; Goh et al. 2009; Graf und Altenbuchner 2011) entwickelt. Ein 
alternativer gegenselektierbarer Marker ist die Cytosindesaminase (codA) (EC 3.5.4.1), 
welche bereits in Rhodococcus, Streptomyces und Gluconobacter Anwendung fand (van der 
Geize et al. 2008; Dubeau et al. 2009; Kostner et al. 2013). CodA katalysiert die 
Desaminierung von Cytosin und dessen Analogon 5-Fluorocytosin (5-FC) zu Uracil bzw. 5-
FU, welche anschließend durch Upp zu UMP bzw. 5-FUMP umgesetzt werden (O'Donovan 
und Neuhard 1970) (Abb. 4). 
Der dritte verwendete negative Selektionsmarker aus dem Pyrimidin-Metabolismus ist die 
Orotsäure-Phosphoribosyltransferase (PyrE) (EC 2.4.2.10), welche bereits in einem 
Deletionssystem für T. thermophilus genutzt wird (Tamakoshi et al. 1999; Tamakoshi et al. 
1997). In der de novo Synthese von UMP katalysiert PyrE die Synthese von Orotidin-
Monophosphat (OMP) aus Orotsäure. Das OMP wird anschließend durch PyrF zu UMP 
umgesetzt (Abb. 4). Die Umwandlung von 5-Fluoroorotsäure (5-FO) führt letztlich auch zu 
einer Synthese von 5-FUMP und damit wieder zu einer irreversiblen Hemmung der 
Thymidylat-Synthase.  
Die negativen Selektionsstrategien, die für T. thermophilus bereits entwickelt wurden, nutzen 
z. B. pyrE (Tamakoshi et al. 1999; Ohta et al. 2006), rpsL1 (Blas-Galindo et al. 2007), bgl 
oder lacZ (Angelov et al. 2013) und pheS (Carr et al. 2015). 
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Abb. 4: Pyrimidin-Metabolismus in T. thermophilus. Es sind nur die für die Gegenselektion erwähnten 
Enzyme angegeben. CodA = Cytosindesaminase, Upp = Uracil-Phosphoribosyltransferase, PyrE = 
Orotsäure-Phosphoribosyltransferase, PyrF = Orotidinmonophosphat-Decarboxylase, ThyA = 
Thymidylat-Synthase OMP = Orotidinmonophosphat, UMP = Uridinmonophosphat, dUMP = 
Desoxyuridinmonophosphat, dTMP = Desoxythymidinmonophosphat, PRPP = Phosphoribosyl-
Pyrophosphat, PPi = Pyrophosphat. Das jeweilige Analogon mit einem Fluor an Position 5 für die 
Gegenselektion wird in Rot dargestellt. In T. thermophilus HB27 fehlt codA. Der durch dieses Enzym 
katalysierte Reaktionsschritt ist durch einen Kreis gekennzeichnet. 
 
1.3.4 Thermus Plasmide und ihre Replikation in T. thermophilus 
Thermus sp. besitzen häufig ein oder mehrere Plasmide mit Genen, deren Funktion 
weitgehend unbekannt ist (Munster et al. 1985). In einem der Plasmide konnten jedoch Gene 
für ein DNA-Reparatur-System identifiziert werden (Brüggemann und Chen 2006). Aus den 
Genomsequenzdaten von T. thermophilus HB27 werden die Gene für Carotinoid- sowie 
Cobalamin-Biosynthese auf dem Megaplasmid pTT27 festgestellt (Henne et al. 2004). 
Lediglich drei Plasmide sind inzwischen intensiv untersucht und dessen Replikon verwendet 
worden, um E. coli-Thermus Shuttlevektoren zu entwickeln (Tab. 1).  
Das kryptische Plasmid pTT8 (Hishinuma et al. 1978) aus T. thermophilus HB8 mit einer 
Größe von 9.3 kb ist eines dieser drei Plasmide, das genauer untersucht wurde (Koyama et 
al. 1990). Die Kopienzahl von pTT8 wurde mit 8 Kopien pro Chromosom bestimmt 
(Hishinuma et al. 1978). Eine 1,6 kb-Region von Plasmid pTT8 wurde identifiziert, die in 
Thermus eine autonome Replikation erlaubt und die eine signifikante Sequenzähnlichkeit zu 
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der Replikonregion von ColE2-ähnlichen Plasmiden aufweist. Das Gen, welches für das 
Replikationsinitiator-Protein Rep kodiert, wurde ebenfalls identifiziert und untersucht (Aoki 
und Itoh 2007; Takayama et al. 2004). Basierend auf pTT8 wurden eine Reihe von E. coli-
Thermus Shuttlevektoren entwickelt (Maseda und Hoshino 1998; Takayama et al. 2004; 
Fujita et al. 2012; Mather und Fee 1992).  
Der Replikationsursprung des 16 kb Plasmids (Lasa et al. 1992b) aus Thermus sp. ATCC 
27737 wurde ebenfalls gründlich untersucht (de Grado et al. 1998). Das minimale Replikon 
umfaßt eine 1.798 bp lange Sequenz, die für das Replikationsprotein RepA kodiert. Mit Hilfe 
dieses Replikons wurde die bekannte E. coli-Thermus Shuttlevektor-Familie pMY1 entwickelt, 
zu der zum Beispiel die Vektoren pMK18 (de Grado et al. 1999) und pOF5712 (Fridjonsson 
und Mattes 2001) zählen. Die Vektoren pMY1 bzw. pMK18 haben etwa 4 – 10 Kopien pro 
Chromosom (de Grado et al. 1999).  
Außerdem wurde ein kleines Plasmid pTsp45s (5,8 kb) aus Thermus sp. YS45 isoliert. Die 
Replikationsregion mit einer Größe von 2,3 kb beinhaltet zwei vermutliche DnaA-Boxen 
sowie das rep-Gen. Auch dieses Replikon wurde für die Konstruktion eines E. coli-Thermus 
Shuttlevektors verwendet (Wayne und Xu 1997). 
1.3.5 Promotoren für E. coli-Thermus Shuttlevektoren 
Bei der Konstruktion von Expressionsvektoren für Thermus thermophilus wurden bisher 
unterschiedliche Promotoren aus unterschiedlichen Bakterienstämmen eingesetzt (Tab. 1). 
Ein häufig verwendeter Promotor ist der des S-Layer-Proteins A (PslpA) aus T. thermophilus 
HB8 (Lasa et al. 1992a). Die -35 und -10 Region (TTGACA und TACGAT) von PslpA haben 
eine hohe Ähnlichkeit mit der Konsensussequenz (Eσ70 und Eσ38) von E. coli Promotoren 
und zeigen auch Promotoraktivität in E. coli (Faraldo et al. 1992). Der bifunktionelle PslpA-
Promotor wurde daher für die Expression von Selektionsmarkern und Reportergenen in 
beiden Stämmen verwendet (de Grado et al. 1999) (Fridjonsson und Mattes 2001; Fujita et al. 
2013; Chautard et al. 2007). Der Ptac-Promotor, abgeleitet von dem trp und lacUV5 Promotor 
von E. coli (de Boer et al. 1983) wurde ebenfalls sowohl für die Expression von 
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Selektionsmarkern (Wayne und Xu 1997; Fridjonsson und Mattes 2001) als auch für 
Reportergene verwendet (Fridjonsson et al. 2002). Ein starker konstitutiver Promotor J17 
wurde aus T. thermophilus isoliert und in Expressionsvektoren angewendet. Dieser 145 
Basen lange Promotor zeigt in T. thermophilus HB27 eine höhere Aktivität als in E. coli 
(Kayser et al. 2001). Die Promotorregion von uvrB (nucleotide excision repair gene), die als 
1,1 kb Fragment aus HB27 amplifiziert wurde, führte zu konstitutiver Transkription eines 
Reportergens, die sich auch nicht z.B. durch Mitomycin-C Zugabe zu den Zellen beeinflußen 
ließ (Ohta et al. 2006). Daneben wurden noch eine Reihe von mittelstarken bis starken 
Promotoren aus HB27 isoliert (Maseda und Hoshino 1995), die für Konstruktion von 
Expressionsvektoren verwendet wurden.  
Der regulierbare Promotor von dnaK (PdnaK) aus T. thermophilus HB8 läßt sich durch ein 10-
minütiges Erhöhen der Wachstumstemperatur von 70°C auf 85°C induzieren. Die mRNA 
Menge von dnaK in der Zelle wird dabei um mehr als das 30-fache erhöht (Osipiuk und 
Joachimiak 1997). Nach Verwendung von PdnaK in einem Expressionsvektor für 
T. thermophilus HB27 zeigte sich allerdings, dass der Promotor nur geringe Aktivät aufwies 
und durch Hitzeschock nur minimal reguliert werden konnte (Kayser et al. 2001), d.h. nach 
Hitzeschock konnte nur eine zweifache Zunahme der Aktivität registriert werden (Park und 
Kilbane 2004). Ein weiterer regulierbarer Promotor Parg stammt vom Arginin-Operon aus 
T. thermophilus HB27 (Sanchez et al. 2000). Es konnte gezeigt werden, dass Parg in einem 
Expressionsvektor für HB27 durch Arginin induziert wird, allerdings kam es bei einer zu 
hohen Konzentration an Arginin zu einer Hemmung (Park und Kilbane 2004). Ein licht-
induzierbarer bidirektionaler Promotor PlitR / PcrtB (Takano et al. 2011; Takano 2016) stammt 
vom Carotinoid-Cluster (TT_P0054-0062) aus T. thermophilus HB27. Die Promotorregion ist 
zwischen dem Phytoin-Synthase-Gen crtB und dem Regulatorgen litR lokalisiert. Die 
Expression eines Reportergens unter Kontrolle dieses Promotors konnte durch kurze 
Belichtung einer ansonsten im Dunkeln gehaltenen Bakterienkultur induziert werden (Leis 
2014). Allerdings zeigte sich auch bereits ohne Belichtung eine hohe Aktivität des Promotors. 
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Basierend auf dem Promotor Pnar des Gens für die respiratorische Nitratreduktase aus dem 
Stamm T. thermophilus HB8 wurde der Expressionsvektor pMKE1 entwickelt (Moreno et al. 
2003). Die Induktion erfolgt durch Zugabe von Nitrat und gleichzeitiger Minimierung der 
Sauerstoffzufuhr. Diese Bedingungen erlauben allerdings nur eine beschränkte Anwendung 
in den fakultativ anaeroben Mutanten von T. thermophilus HB27 (HB27::nar) (Ramírez-Arcos 
et al. 1998). 
Tab. 1: Bereits bekannte Plasmid-Replikationsregionen, positive Selektionsmarker und Promotoren für 
die Entwicklung von E. coli-Thermus Shuttlevektoren. Repräsentanten, die durch Umrahmung markiert 
sind, wurden in dieser Arbeit für die Konstruktion von E. coli-T. thermophilus Shuttlevektoren 
verwendet. 
 Veröffentlicht Referenz 
Replikations- 
ursprung (Ori)  
Ori des Megaplasmids pTT8 von T. thermiphilus HB8 (Hishinuma et al. 1978; Koyama et al. 1990) 
Ori des Plasmids von Thermus sp. ATCC 27737 (Lasa et al. 1992b; de Grado et al. 1998) 
Ori des Plasmids pTsp45s aus Thermus sp. YS45 (Wayne und Xu 1997) 
positiver 
Selektions-
marker 
kan (thermostabile Adenylyl-Transferase) (Liao et al. 1986; Hoseki et al. 1999) 
hyg (Hygromycin) (Nakamura et al. 2005) 
str (Streptomycin) (Koyama et al. 1986) 
bleo (Bleomicin) (Brouns et al. 2005) 
Promotor 
PslpA (S-layer-Protein A-Promotor, aus T. thermophilus 
HB8 und für Thermus sp. einsetzbar) 
(Lasa et al. 1992a) 
Ptac (tac-Promotor, funktionell in T. thermophilus) 
(Fridjonsson und Mattes 2001; 
Wayne und Xu 1997) 
Pnar (Nitratreduktase-Promotor, aus T. thermophilus 
HB8 und ausschließlich für HB8 einsetzbar) 
(Moreno et al. 2003) 
Promotor J17 (konstitutiver Promotor, aus T. 
thermophilus) 
(Kayser et al. 2001) 
PuvrB (Excinuklease-Promotor, T. thermophilus HB27) (Ohta et al. 2006) 
PdnaK (DnaK-Promotor, Induktion durch Hitzschock von 
70°C auf 85°C; aus T. thermophilus HB8) 
(Kayser et al. 2001; Park und 
Kilbane 2004) 
Parg (Promotor für Arginin-Operon; Induktion mit Arg; 
aus T. thermophilus HB27) 
(Sanchez et al. 2000; Park und 
Kilbane 2004) 
PlitR / PcrtB (bidirektionaler Promotor aus Carotinoid-
Cluster; licht-induzierbar; aus T. thermophilus HB27) 
(Takano 2016; Takano et al. 
2011; Leis 2014) 
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2 Zielsetzung 
Im Rahmen des EU-Projekt „Amylomics“ wurden Metagenom-Banken aus dem Mikrobiom 
von heißen Quellen in Island erstellt, indem die DNA isoliert, sequenziert und die DNA-
Sequenzen zu „Contigs“ assembliert wurden. Diese wurden dann nach Genen für mögliche 
Glycosid-Hydrolasen gescreent. Eine Reihe von hypothetischen Genen, deren abgeleitete 
Produkte eine signifikante Ähnlichkeit in ihren Aminosäuresequenzen zu Amylasen und 
anderen Gycosid-Hydrolasen zeigten, wurden durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) 
amplifiziert, kloniert und dem Institut für Industrielle Genetik zur Verfügung gestellt. Das Ziel 
war, die Gene in E. coli zu exprimieren und die Expression soweit zu optimieren, damit die 
Enzyme in genügender Menge in löslicher und aktiver Form für eine biochemische 
Charakterisierung zur Verfügung standen. Dabei wurden die Glycosid-Hydrolasen Amo42, 
43, 44, 45, 59, 63 und ChiA bearbeitet, die mit Ausnahme von ChiA eine mögliche 
Anwendung in der Stärkeindustrie finden sollten. Bei der heterologen Expression dieser 
Gene sollten unterschiedliche Optimierungsstrategien angewandt werden, um Probleme 
einer geringen Produktbildung, oder bei hoher Produktbildung, die häufig beobachtete 
Fehlfaltung der Proteine zu verringern. Da alle Gene aus thermophilen Organismen 
stammten, wurde versucht, mit dem thermophilen Stamm Thermus thermophilus HB27 ein 
alternatives Expressionssystem zu etablieren, das eine Produktion dieser Proteine unter 
Bedingungen erlaubte, die den ursprünglichen Habitaten entsprachen. 
Da für T. thermophilus viele grundlegende genetische Werkzeuge fehlen, wie ein gut 
regulierter Expressionsvektor oder ein leicht anwendbares System zur Modifikation oder 
Deletion genomischer Gene, wurde versucht, entsprechende Werkzeuge in der vorliegenden 
Arbeit zu entwickeln. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Bakterienstämme 
Tab. 2: Bakterienstämme 
Stamm Relevanter Genotyp Referenz 
Escherichia coli   
JM109 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 
relA1 λ- Δ(lac-proAB) [F' traD36 proAB+ lacIq 
lacZΔM15] 
Yanisch-Perron et al. 1985 
LW1 JM109; ulp1(ParaBAD); TcR diese Arbeit 
LW7 JM109; ulp1(Plac); TcR diese Arbeit 
DH5α 
 
F– fhuA2, phoA, glnV44, endA1 hsdR17 (rK-
mK-) supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 
Δ(argF-lacZ)U169 Φ85lacZΔM15 
Hanahan 1983 
DH5αλpir 
 
F– λpir fhuA2, phoA, glnV44, endA1 hsdR17 
(rK
-mK
-) supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 
Δ(argF-lacZ)U169 Φ85lacZΔM15 
Donnenberg und Kaper 
1991 
BL21(DE3) F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3 
[lacI lacUV5-T7 gene1 ind1 sam7 nin5]) 
Studier und Moffatt 1986 
SoluBL21TM F– ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm λ(DE3 [lacI 
lacUV5-T7 gene1 ind1 sam7 nin5]) 
AMS Biotechnology 
(Europe) Limited 
LW11 SoluBL21; ulp1(Plac); TcR diese Arbeit 
BL21 Star TM (DE3) pLysS F– ompT hsdSB(rB- mB-) gal rne131 dcm 
λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene1 ind1 sam7 
nin5]) pLysS (CmR) 
Invitrogen 
 
Thermus thermophilus   
HB27 Wildtyp DSM 7039 / ATCC BAA-
163 
LW14 pLEI257.1 ins Genom von HB27 integriert diese Arbeit 
LW19 ∆bglT (TT_P0042) diese Arbeit 
LW22 pLEI271.7 ins Genom von HB27 integriert diese Arbeit 
LW26 pLEI273.2 ins Genom von HB27 integriert diese Arbeit 
LW32 pLEI270.5 ins Genom von HB27 integriert diese Arbeit 
LW35 ∆CYP175A1 (TT_P0059) diese Arbeit 
LW37 ∆crtY (TT_P0060) diese Arbeit 
LW40 ∆crtI (TT_P0066) diese Arbeit 
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3.1.2 Plasmide 
Tab. 3: verwendete Plasmide 
plasmid Beschreibung* Resistenz Referenz 
pAH162mod.1 CRIM-Plasmid Tc (Haldimann und Wanner 
2001) 
pCED100 EV für E. coli; PrhaBAD, chiA Amp Amylomics Projekt 
pCodon+ Helferplasmid; argU, ileY, leuW Cm Isoliert aus BL21-CodonPlus-
RIL® 
pGro7 Helferplasmid; ParaBAD, groES, groEL Cm TaKaRa BIO INC. 
pHWG940.20 EV für E. coli; PrhaBAD, malE-chiA Amp Amylomics Projekt 
pHWG941.7 EV für E. coli; PrhaBAD, His6-chiA Amp Amylomics Projekt 
pJOE3075.3 EV für E. coli; PrhaBAD, malE Amp (Stumpp et al. 2000) 
pJOE4782.1 EV für E. coli; PrhaBAD, rhaS, rhaR, malE-
eGFP 
Km J. Altenbuchner 
(unveröffentlicht) 
pJOE4821.1 EV für E. coli; PrhaBAD, malE-ulp1 Amp J. Altenbuchner 
(unveröffentlicht) 
pJOE4824.1 EV für E. coli; PrhaBAD, malE-smt3-eGFP Amp J. Altenbuchner 
(unveröffentlicht) 
pJOE4847.2 EV für E. coli; PrhaBAD, malE-his6-ulp1 Amp (Motejadded und 
Altenbuchner 2009) 
pJOE4905.1 EV für E. coli; PrhaBAD, malE-his6-smt3-
eGFP 
Amp (Motejadded und 
Altenbuchner 2009) 
pJOE5751.1 EV für E. coli; PrhaBAD, His6-eGFP Amp (Hoffmann et al. 2012) 
pJOE6087.3 EV für E. coli; PrhaBAD, eGFP-His6 Amp J. Altenbuchner 
(unveröffentlicht) 
pJOE6093.7 EV für E. coli; PrhaBAD, malE-eGFP Amp J. Altenbuchner 
(unveröffentlicht) 
pJOE6642.1 EV für E. coli; araC; ParaBAD, His6-eGFP Km J. Altenbuchner 
(unveröffentlicht) 
pJOE8305.1 EV für E. coli; lacIq, Ptac, His6-eGFP Km J. Altenbuchner 
(unveröffentlicht) 
pJOE7315.24 EV für E. coli; PrhaBAD, His6-amo63 Amp Amylomics Projekt 
pKJE7 Helferplasmid; ParaBAD, dnaK, dnaJ, grpE Cm TaKaRa BIO INC. 
pMY1 Shuttlevektor E.coli-Thermus Km, Amp (Lasa et al. 1992b) 
pSH13 EV für E. coli; PrhaBAD, amo42 Amp Amylomics Projekt 
pSH15 EV für E. coli; PrhaBAD, amo43 Amp Amylomics Projekt 
pSH21 EV für E. coli; PrhaBAD, amo44 Amp Amylomics Projekt 
pSH24 EV für E. coli; PrhaBAD, amo45 Amp Amylomics Projekt 
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pSO199 EV für E. coli; PrhaBAD, amo63 Amp Amylomics Projekt 
pSO203_A EV für E. coli; PrhaBAD, amo59 Amp Amylomics Projekt 
pSS16.1 CRIM-Helferplasmid Amp (Haldimann und Wanner 
2001) und S. Söllner 
(unveröffentlicht) 
pUC18 KV Amp (Yanisch-Perron et al. 1985) 
*EV: Expressionsvektor; KV: Klonierungsvektor 
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Tab. 4: konstruierte Plasmide 
plasmid Beschreibung* Resistenz Ursprung 
pLEI2.1 FV für E. coli; PrhaBAD, malE-amo42 Amp pJOE6093.7 
pLEI3.3 FV für E. coli; PrhaBAD, malE-amo43 Amp pJOE6093.7 
pLEI5.2 FV für E. coli; PrhaBAD, malE-amo45 Amp pJOE6093.7 
pLEI9.1 FV für E. coli; PrhaBAD, malE-amo59 Amp pJOE6093.7 
pLEI18.1 FV für E. coli; PrhaBAD, malE-smt3-eGFP-His6 Amp pJOE4824.1/6087.3 
pLEI19.4 FV für E. coli; araC; ParaBAD, malE-ulp1 Km pJOE4821.1/6642.1 
pLEI20.1 FV für E. coli; PrhaBAD, malE-smt3-eGFP-His6 Amp pLEI18.1 
pLEI28.1 FV für E. coli; PrhaBAD, malE-smt3-amo45-His6 Amp pLEI20.1 
pLEI29.2 CRIM-Plasmid; ParaBAD -ulp1 Tc pAH162mod.1/pLEI19.4 
pLEI30.1 FV für E. coli; PrhaBAD, malE-smt3-His6-eGFP Amp pLEI18.1 
pLEI31.1 FV für E. coli; PrhaBAD, malE-smt3-Strep-eGFP Amp pLEI18.1 
pLEI32.1 FV für E. coli; PrhaBAD, malE-smt3-His6-amo59 Amp pLEI30.1 
pLEI35.8 FV für E. coli; PrhaBAD, malE-smt3-Strep-amo45 Amp pLEI31.1 
pLEI37.1 FV für E. coli; PrhaBAD, malE-smt3-amo63-His6 Amp pLEI20.1 
pLEI39.1 CRIM-Plasmid; Plac -ulp1 Tc pAH162mod.1/ 
pLEI19.4/pUC18 
pLEI40.2 EV für E. coli; PrhaBAD, His6-eGFP; PargU, argU Amp pJOE5751.1 
pLEI41.8 EV für E. coli; PrhaBAD, His6-eGFP; PargW, argW Amp pJOE5751.1 
pLEI42.1 EV für E. coli; PrhaBAD, His6-amo42 Amp pJOE5751.1 
pLEI45.1 EV für E. coli; PrhaBAD, His6-amo45 Amp pJOE5751.1 
pLEI49.1 EV für E. coli; PrhaBAD, His6-eGFP;  
PargU, argU; PargW, argW 
Amp pJOE5751.1 
pLEI50.1 His6-amo45; PargU, argU Amp pLEI40.2 
pLEI51.1 His6-amo45; PargW, argW Amp pLEI41.8 
pLEI52.6 His6-amo63; PargU, argU Amp pLEI40.2 
pLEI53.12 His6-amo63; PargW, argW Amp pLEI41.8 
pLEI54.1 His6-amo42; PargU, argU Amp pLEI40.2 
pLEI55.1 His6-amo42; PargW, argW Amp pLEI41.8 
pLEI56.1 His6-amo42; PargU, argU; PargW, argW Amp pLEI49.1 
pLEI57.2 His6-amo63; PargU, argU; PargW, argW Amp pLEI49.1 
pLEI59.1 EV für E. coli; PrhaBAD, His6-amo59 Amp pJOE5751.1 
pLEI88.1 EV für E. coli; PrhaBAD, P1-eGFP Amp pJOE5751.1 
pLEI90.1 EV für E. coli; PrhaBAD, P1-amo45 Amp pLEI88.1 
pLEI94.1 EV für E. coli; PrhaBAD, P2-eGFP Amp pJOE5751.1 
pLEI95.3 EV für E. coli; PrhaBAD, P3-eGFP Amp pJOE5751.1 
pLEI96.2 EV für E. coli; PrhaBAD, P4-eGFP Amp pJOE5751.1 
pLEI97.1 EV für E. coli; PrhaBAD, P2-amo45 Amp pLEI94.1 
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pLEI98.1 EV für E. coli; PrhaBAD, P4-amo45 Amp pLEI96.2 
pLEI99.1 EV für E. coli; PrhaBAD, P3-amo45 Amp pLEI95.3 
pLEI110.1 EV für E. coli; PrhaBAD, His6-phoA Amp pJOE5751.1 
pLEI111.1 EV für E. coli; PrhaBAD, His6-eGFP; NheI Amp pJOE5751.1 
pLEI122.12 EV für E. coli; PrhaBAD, His6-eGFP; Erv1p Amp pLEI111.1 
pLEI123.33 EV für E. coli; PrhaBAD, Erv1p; His6-eGFP Amp pLEI111.1 
pLEI125.3 EV für E. coli; PrhaBAD, His6-phoA; Erv1p Amp pLEI122.12 
pLEI130.2 EV für E. coli; PrhaBAD, Erv1p; His6-phoA Amp pLEI123.33 
pLEI136.6 EV für E. coli; PrhaBAD, rhaS, rhaR, Erv1p Km pJOE4782.1 
pLEI202.2 SV; lacIq-Ptac; bglT Km pUC18/pMY1/ 
genom. DNA von T. 
thmophilus HB27 
pLEI203.2 SV; Ptre; bglT Km pLEI202.2 
pLEI204.2 SV; PmalE; bglT Km pLEI202.2 
pLEI206.3 SV; Pcel (0038)-TT_P0038-Pcel (0039); bglT Km pLEI202.2 
pLEI209.3 SV; bglT Km pLEI202.2 
pLEI210.10 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI202.2 / 206.3 
pLEI211.12 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI202.2 / 206.3 
pLEI212.20 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI202.2 / 206.3 
pLEI213.1 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI202.2 / 206.3 
pLEI214.13 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI202.2 / 206.3 
pLEI220.2 SV; Pcel (0039); bglT Km pLEI206.3 
pLEI223.1 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI202.2 / 206.3 
pLEI224.1 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI202.2 / 206.3 
pLEI227.1 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI202.2 / 206.3 
pLEI228.3 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI202.2 / 206.3 
pLEI232.1 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI214.13 / 206.3 
pLEI233.1 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI214.13 / 206.3 
pLEI234.1 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI214.13 / 206.3 
pLEI235.1 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI214.13 / 206.3 
pLEI236.2 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI214.13 / 206.3 
pLEI236.1 SV; Pcel (0038); bglT Km pLEI214.13 / 206.3 
pLEI250.2 SV; Pcel (0038); bglT; NdeI Km pLEI235.1 
pLEI255.1 SV; Ptre; codA Km pLEI203.2 
pLEI256.1 SV; Ptre; codAB Km pLEI203.2 
pLEI257.1 IV; Ptre; codA; 5´- und 3´-flankierende Regionen 
bglT (TT_P0042) 
Km pLEI255.1 
pLEI269.1 IV; Ptre; codA; MCS Km pLEI255.1 
pLEI270.5 IV; Ptre; codA; 5´- und 3´-flankierende Regionen Km pLEI269.1 
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CYP175A1 (TT_P0059) 
pLEI271.7 IV; Ptre; codA; 5´- und 3´-flankierende Regionen 
crtY (TT_P0060) 
Km pLEI269.1 
pLEI273.2 IV; Ptre; codA; 5´- und 3´-flankierende Regionen 
crtI (TT_P0066) 
Km pLEI269.1 
pLEI278.1 SV; Pcel (0038); bglT; BclI Km pLEI235.1 
pLEI280.1 SV; Pcel (0038); bglT; Pcel (0038)-TT_P0038 Km pLEI278.1 
pLEI306.3 SV; Pcel (0038); amo45  pLEI250.2; pSH24 
pLEI312.3 SV; Pcel (0038); agaT Km pLEI235.1 
*EV: Expressionsvektor; FV: Expressionsvektor für Fusionsprotein; SV: Shuttlevektor; IV: Integrativer 
Deletionsvektor; KV: Klonierungsvektor 
PslpA-KmR für E. coli 50 µg ml-1 Kanamycin, für T. thermophilus HB27 25 µg ml-1 Kanamycin. 
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3.1.3 Oligonukleotide 
Tab. 5: Verwendete Oligonukleotide 
Primer Sequenz (5´-> 3´) Restriktions- 
stelle 
Verwendungszweck 
s8189 AAAAAAACGCGTCTTCAATAGACATTCTGATGA MluI Klonierung PargU und argU 
s8190 AAAAAAACGCGTAGATCTGATTCAGTCAGGCGTC MluI, BglII Klonierung PargU und argU 
s8191 AAAAAAACGCGTTGATCAACATCTGCGGCGGCAC MluI, BclI Klonierung PargW und argW 
s8192 AAAAAAACGCGTAGATCTCGTCATGGAGTGCGGCT MluI, BglII Klonierung PargW und argW 
s7416 AAAAAAGGATCCGTTAACAGGCTAGTCTTGTT BamHI Klonierung amo42 
s7417 AAAAAATGTACATTATTTTCCACAGATTCCCTGC BsrGI Klonierung amo42 
s7418 AAAAAAGGATCCGAGGCCATGTTTGAGGTGCACCAG
CCC 
BamHI Klonierung amo43 
s7419 AAAAAATGTACACTACTCGACGAGCCCTTTA BsrGI Klonierung amo43 
s7420 AAAAAAGGATCCAAAGTCTATATCATCTTTTATTTTC BamHI Klonierung amo44 
s7421 AAAAAATGTACATTAATCTTCAAGCTGTTCCTC BsrGI Klonierung amo44 
s7422 AAAAAATGATCAATAATATTTCACGGTCACTTTTA BclI Klonierung amo45 
s7422b CATATGACCGAGAACGCCGGATCAATAATATTTCACG
GTCACTTTTA 
NdeI Klonierung amo45 
s7423 AAAAAAAAGCTTTCATAGTGTGGCGT HindIII Klonierung amo45 
s7424 AAAAAAGGATCCAATTTCTCTATGATCAGTGAC BamHI Klonierung amo59 
s7425 AAAAAATGTACATTATGAGGGGTCCTTTCTAAGGTAA
AGTCC 
BsrGI Klonierung amo59 (BamHI vor 
Stopcodon wird auch entfernt) 
s7586 AAAAAAGGCGCCGCGGCGGCGATAATATTTCACGGT
CACTTTTA 
SfoI Klonierung amo45 
s7722 AACAACCTCGGGATCGAGGGAAGGGGCTCCGAGGT
CAAGCCAGAA 
AvaI Klonierung smt3-eGFP (BamHI 
nach AvaI wird entfernt) 
s7723 GGATCCCTTGTACAGCTC BsrGI Klonierung smt3-eGFP 
s7727 AAAAAAGGATCCTGAGGGGTCCTTTCTAAGGTAAAG
TCCA 
BamHI Klonierung amo59 (BamHI vor 
Stopcodon wird entfernt) 
s7772 AAAAAAAAGCTTAatgatgatgatgatgatgTAGTGTGGC
GTCTGGCAC 
HindIII Klonierung amo45 (Einfügen 
His6 am C-Terminus) 
s7839 AAAAAACTGCAGACTTTTCATACTCCCACCAT PstI Klonierung ParaBAD 
s7840 AGTTTTCATATGTATATCTCCT NdeI Klonierung ParaBAD 
s7841 AAAAAACATATGTCCCTTGTTCCTGAATTAAAT NdeI Klonierung ulp1 
s7843 AAAAAAGAATTCCTATTTTAAAGCGTCGGTTAA EcoRI Klonierung ulp1 
s7844 GATTGGTGGCGCCAGCA SfoI Klonierung eGFP 
s7845 AAAAAAAAGCTTAGGATCCCTTGTACAGCTC BamHI, HindIII Klonierung eGFP (Deletieren 
His6 am C-Terminus eGFP) 
s7846 AAAAAAGGCGCCgtgatggtgatggtggtgCGCGCCACCA
ATCTGTTCA 
SfoI Klonierng smt3 (Einfügung 
His6) 
s7858 AAAAAGGCGCCcttttcaaactgcggatggctccaCGCCGCC
GCGCCACCAATCTGTTCA 
SfoI Klonierng smt3 (Einfügung 
Strep) 
s7859 AAAAAAGGCGCCTCTATGATCAGTGACTATGATG SfoI Klonierung amo59 
s7943 AAAAAAGGCGCCGCGGGCTCCGCTTATTATAAATAC
AATTA 
SfoI Klonierung amo63 
s7944 AAAAAATGTACAGAGCCAATTTTAAAAATAGCGC BsrGI Klonierung amo63 
s8581 AAAAAACTGCAGGCGCAACGCAATTAATGTG PstI Klonierung Plac 
s8582 AAAAAACATATGTGTTTCCTGTGTGAAATTGT NdeI Klonierung Plac 
s8481 TATGGAAGTTGAAACCAAATCTGCTGGTGGTATCGTT
CTGACCGGTTCTGCTGCTGCG 
NdeI, BamHI Synthese P1 
s8482 GATCCGCAGCAGCAGAACCGGTCAGAACGATACCAC
CAGCAGATTTGGTTTCAACTTCCA 
BamHI, NdeI Synthese P1 
s8635 TATGGGCTGGCTGTATGAAATTAGCG NdeI, BamHI Synthese P2 
s8636 GATCCGCTAATTTCATACAGCCAGCCCA BamHI, NdeI Synthese P2 
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s8637 TATGAACCGCCTGCTGCTGACCGGCG NdeI, BamHI Synthese P3 
s8638 GATCCGCCGGTCAGCAGCAGGCGGTTCA BamHI, NdeI Synthese P3 
s8639 TATGGTGGATAAAGGCAGCTATCTGCCGCGCCCGAC
CG 
NdeI, BamHI Synthese P4 
s8640 GATCCGGTCGGGCGCGGCAGATAGCTGCCTTTATCC
ACCA 
BamHI, NdeI Synthese P4 
s8832 AAAAAAGGATCCCGGACACCAGAAATGC BamHI Klonierung phoA 
s8833 AAAAAAGCTTATTTCAGCCCCAGAGCG HindIII Klonierung phoA 
s8858 AAAAAAGCTTTAGCTAGCGGCTGTTTTGGCGGATGA HindIII, NheI Klonierung rrnB-Terminator 
s8859 TTTTTCAATATTATTGAAGCATTT SspI Klonierung rrnB-Terminator 
s8976 AAAAAACTAGTAAGAAGGAGATATACTAATGAAAGC
TATCGACAAAATG 
SpeI Klonierung Erv1p; Einfügung 
RSB 
s8977 AAAAAAGCTAGCCTTATTCGTCCCAACCGTC NheI Klonierung Erv1p 
s9088 CCACAATTCAGCAAATTGTG HindIII Klonierung rrnB 
s9161b AAAAAGGTACCACCGAATTCCGAGCGGTATCAGCTC
AC 
KpnI, EcoRI Klonierung ori
pUC18
 
s9162b AAAAACCATGGGTCGACTCTAGCGAAT 
TCATGACCAAAATCCCTTAA 
EcoRI, AccI, SalI, 
NcoI 
Klonierung ori
pUC18
 
s9165 GAGTGCGCCTTCTGCAGACTAGATGGGGGTTGCCAG PstI Klonierung Plasmid-ori von T. 
thermophilus 
s9231 AAAAAAGGTCTCGGGTCCCGGAACTCCCGGG BsaI Deletieren BamHI 
s9232 AAAAAAGGTCTCGGACCCCGGGAGCGTGCGC BsaI Deletieren BamHI 
s9239 AAAAAAGGTACCCCCGGGACCAGCTCC KpnI Klonierung Plasmid-ori von T. 
thermophilus 
s9289 AAAAAAAGCTTGGCTAGCGGGAGTATAACAGAAACC
TT 
NheI Klonierung PslpA - Km
R 
s9290 AAAAAACTGCAGCAATTGTCAAAATGGTATGCGTTTT
GA 
PstI, MfeI Klonierung PslpA - Km
R 
s9400 AAAAAATTAATCCTCACACCTCCTTAAGG AseI Deletieren NdeI zwischen PslpA 
und KmR 
s9434 AAAAAATCTAGAGTCGACCCATGGCGTTGCGCTCACT
GCC 
SalI, AccI, NcoI Klonierung lacIq + Ptac 
s9435 AAAAAATCTAGAGTCGACCCATGGCATATGGCGAAG
ATCCTGC 
SalI, NcoI, NdeI Klonierung bglT 
s9436 AAAAAAGCTAGCAGGAGAGCGTTCACCGA NheI Klonierung Sequenz mit rrnB 
s9466 AAAAAAGGTACCGTCAAGGATGGTAGAAATGT BanI Deletieren BsrGI innerhalb 
KmR 
s9546 AAAAAACCATGGGGGCTTCCTCGCCT NcoI Klonierung Pcel (0038)-
TT_P0038- Pcel (0039) 
s9546b AAAAAGGTCTCGTCGAGTGGAGGCCCTGGTCC BsaI Klonierung Pcel (0039) 
s9548 AAAAAAGGATCCCTTAATCATGGGAACCTCC BamHI Klonierung Pcel (0038)-
TT_P0038- Pcel (0039) 
s9549 AAAAAACCATGGCCCAGGAGATGCGCC NcoI Klonierung Ptre 
s9551 AAAAAAGGATCCTTTCCGCACGCTCCAC BamHI Klonierung Ptre 
s9556 AAAAAACCATGGACCTTCCTCCTGCTG NcoI Klonierung PmalE 
s9557 AAAAAAGGATCCCCTTTGCATACCGTACCTC BamHI Klonierung PmalE 
s9688 AAAAAAGATCTACCGAGAACGCCGAAAAAT BglII Klonierung bglT 
s9688b AAAACATATGGCGAAGATCCTGCACCACCACCACCAC
CACGGATCTACCGAGAACGCCGAAAAAT 
NdeI Klonierung bglT 
s9689b AAAAAAAGCTTAGGTCTGGGCCCGCG HindIII Klonierung bglT 
s9960 AAAAAACTAGTTCAGGCTCTCACCTCCC SpeI Klonierung Pcel (0038) (1238 bp) 
s9961 AAAAAACTAGTCACCACCCCTTTTCGGG SpeI Klonierung Pcel (0038) (1294 bp) 
s9962 AAAAAACTAGTCTGTTGAAAGCGCTTGCA SpeI Klonierung Pcel (0038) bis 1. Met 
von TT_P0038 (224 bp) 
s9963 AAAAAACTAGTCTTTGCCCGGGAGTATAG SpeI Klonierung Pcel (0038) bis 2. Met 
von TT_P0038 (245 bp) 
s9964 AAAAAACTAGTTTCGGCGATGGTGGGGC SpeI Klonierung Pcel (0038) bis 1. Val 
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von TT_P0038 (275 bp) 
s9965 AAAAAACTAGTTCTTGGAGGAGAAACGC SpeI Klonierung bglT mit eigener 
RSB 
s9968 AAAAAAAGCTTACTTGTACAGTTAGGTCTGGGCCCG
CG 
HindIII, BsrGI Klonierung bglT 
s9969 AAAAAAGTCGACGGGGGCTTCCTCGCCT SalI Klonierung Pcel (0038) 
s9978 AAAAAACAATTGTCTCCTCGTCCTCGTGC MfeI Klonierung 5’-flankierende 
Region von bglT 
s9980 AAAAAACTGCAGTAAGTGCCCCGCCAGAG PstI Klonierung 3’-flankierende 
Region von bglT  
s9981 AAAAAAGGTACCTTTTACCGCTTCCGGGT KpnI Klonierung 3’-flankierende 
Region von bglT 
s9982 AAAAAACTAGTTCTTGGAGGAGAAACGCATATGACC
GAGAACGCCGA 
SpeI, NdeI Klonierung die erste 245 bp 
von bglT, Einfügen NdeI 
s9983 CGGGGAGGATCCGGGG BamHI Klonierung die erste 245 bp 
von bglT, Einfügen NdeI 
s10019 AAAAAACTAGTTCAGGCCTTCAGAAACTCCA SpeI Klonierung Pcel (0038) (599 bp) 
s10020 AAAAAACTAGTTCACGAGAAGCCTGTCCCGG SpeI Klonierung Pcel (0038) (840 bp) 
s10068 ACTTCGTGGGCAACTACC - Identifikation der bglT-
Deletion 
s10069 AAGAGGCTCTTCATTTTTGG - Identifikation der bglT-
Deletion 
s10071 AAAAAACTAGTTCACACCGCCTGGAGCACC SpeI Klonierung Pcel (0038) (380 bp) 
s10072 AAAAAACTAGTTCACACGGCGTAGGAACGCC SpeI Klonierung Pcel (0038) (446 bp) 
s10073 AAAAAAGTCGACCGCGCCGTTCCTTGAGC SalI Klonierung Pcel (0038) (234 bp) 
s10074 AAAAAAGTCGACACCGAGGCCTAAAGGGG SalI Klonierung Pcel (0038) (194 bp) 
s10075 AAAAAAGTCGACCGATCCCCCCTCATG SalI Klonierung Pcel (0038) (154 bp) 
s10076 AAAAAAGTCGACCCCGGGGCGCGAGGG SalI Klonierung Pcel (0038) (114 bp) 
s10077 AAAAAAGTCGACTTGCAAGCGCTTTCAACA SalI Klonierung Pcel (0038) (76 bp) 
s10198 AAAAAAGATCTGACATCGTGATCCGGCAT BglII Klonierung codA oder codAB 
s10199 AAAAAAAGCTTACATCCGAAAGGTAACGT HindIII Klonierung codA 
s10200 AAAAAAAGCTTACGCTGGTTCCGGCGG HindIII Klonierung codB 
s10236 AAAAAACTGCAGCTAGCCCTTCACCGCCC PstI Klonierung 5’-flankierende 
Region von bglT 
s10346 AAAAAACTGCAGCTGAGTACTAGTACCGG 
TACCACCGAATTCCGA 
PstI, PvuII, ScaI,  
SpeI, AgeI, KpnI 
Klonierung ori
pUC18
, Einfügen 
MCS 
s10347 AAAAAACAATTGTTCCTCGAGGCCAAGCTT MunI Klonierung 5’-flankierende 
Region von CYP175A1 
s10348 AAAAAACTGCAGCATGGGAGCATCTTAACGG PstI Klonierung 5’-flankierende 
Region von CYP175A1 
s10349 AAAAAACTGCAGCGGCCTAGGGAGGAGG PstI Klonierung 3’-flankierende 
Region von CYP175A1 
s10350 AAAAAACTAGTAGGACCAGGGGACCTTC SpeI Klonierung 3’-flankierende 
Region von CYP175A1 
s10351 AAAAAACAATTGAAGAACGTCCGCGGCT MunI Klonierung 5’-flankierende 
Region von crtY 
s10352 AAAAAACTGCAGGGTCACGCCCGCACCT PstI Klonierung 5’-flankierende 
Region von crtY 
s10353 AAAAAACTGCAGCTGAGGCGCCTAAGATAG PstI Klonierung 3’-flankierende 
Region von crtY 
s10354 AAAAAACTAGTTTAGGTTCTCCGCCTCG SpeI Klonierung 3’-flankierende 
Region von crtY 
s10359 AAAAAACAATTGAGGCAGTGTTCCAGGACC MunI Klonierung 5’-flankierende 
Region von crtI 
s10360 AAAAAAGTCGACCATGGGGAGGAGTCTACC SalI Klonierung 5’-flankierende 
Region von crtI 
s10361 AAAAAGTCGACAAGGGCCTTCTGGAGGC SalI Klonierung 3’-flankierende 
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Region von crtI 
s10362 AAAAAACTAGTAGAGGTCCGCCCCCAG SpeI Klonierung 3’-flankierende 
Region von crtI 
s10363 TACTTCCGGGTCTTCAACC - Identifizierung CYP175A -
Deletion 
s10364 ACACCAGGTAGTTGTCCCA - Identifizierung CYP175A1-
Deletion 
s10365 TCACCTGGTCCTTTCTCCT - Identifizierung crtY-Deletion 
s10366 AAGAAGCCGTGGTGGTTCA - Identifizierung crtY-Deletion 
s10369 TCCTGCGCCACCTTAAAGT  Identifizierung crtI-Deletion 
s10370 TTCCTCTCCCGGATGTTCA  Identifizierung crtI-Deletion 
s10440 AAAAAACTGCAGAGTCAATTGTCAAAATGGTATGCG
TTTTGA 
PstI, MfeI Klonierung PslpA-Km
R; Einfügen 
BclI 
s10445 AAAAAAGCTAGCAGTTGATCAGGGAGTATAACAGAA
ACCTT 
NheI, BclI Klonierung PslpA-Km
R; Einfügen 
BclI 
s10455 AAAAAAGGATCCCCCGGGGCGCGAGG BamHI Klonierung Pcel (0038) 
s10876 AAAAAACTAGTAAGACCATGACGTAAGGGA SpeI Klonierung RSB-agaT 
s10878 AAAAAAAGCTTATAGAAGGGGGGCA HindIII Klonierung agaT 
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3.1.4 Nährmedien 
Tab. 6: Nährmedien 
Medium Komponenten Menge Bemerkungen 
LB-Medium 
(Bertani 1951) 
Trypton 
Hefeextrakt 
NaCl 
H2O 
10 g 
5 g 
5 g 
ad 1 L 
Einstellen auf pH 7,2 
Autoklavieren 
LB-Agar European Agar  
LB 
15 g 
ad 1 L 
Autoklavieren 
Minimalmedium 162 (M162) 10X Basal-Salz 
Phosphat-Puffer 
Biotin (0,2 mg/ml) 
Thiamin (10 mg/ml) 
Agarwasser 
100 ml 
100 ml 
500 µl 
100 µl 
800 ml 
Zusammen mischen 
10X Basal-Salze für M162 
(Degryse et al. 1978) 
Na3(Nitrilotriacetat) 
0,8% (w/v) Nutrient Broth 
Eisencitrat (0,01 M) 
CaSO4⋅2H2O 
MgCl2⋅6H2O 
(NH4)2⋅SO4 
H2O 
1,36 g 
0,5 ml 
5 ml 
0,4 g 
2 g 
1 g 
ad 1 L 
Autoklavieren 
Phosphat-Puffer für M162  Na2HPO4 (0,2 M) 
KH2PO4 (0,2 M) 
75 % 
25 % 
Einstellen auf pH7,5 
Autoklavieren 
Agarwasser für M162 Bacto Agar 
H2O 
15 g 
ad 800 ml 
Autoklavieren 
Thermus Broth (TB)-Medium 
(Ramírez-Arcos et al. 1998) 
Trypton 
Hefeextrakt 
NaCl 
H2O 
8 g 
4 g 
3 g 
ad 1 L 
pH 7,5 
Autoklavieren 
TB-Agar European Agar  
TB 
15 g 
ad 1 L 
Autoklavieren 
Transformation and Storage 
Solution (TSS-Medium) 
(Chung et al. 1989) 
PEG6000 
DMSO 
MgCl2 (2 M) 
LB (pH 6,5) 
10 g 
5 ml 
2,5 ml 
82,5 ml 
Autoklavieren 
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Medium Komponenten Menge Bemerkungen 
TY Trypton 
Hefeextrakt 
H2O 
10 g 
5 g 
ad 1 L 
pH7,2 
Autoklavieren 
TY-Glycerin TY (pH7,2) 
Glycerin (≥99,5%) 
50 ml 
50 ml 
Nach dem getrennten 
Autoklavieren mischen 
Terrific Broth-Medium Terrific Broth 
Phosphat-Puffer 
1,8 L 
0,2 L 
Zusammen mischen 
Terrific Broth Trypton 
Hefeextrakt 
H2O 
24 g 
48 g 
ad 1,8 L 
Autoklavieren 
Phosphat-Puffer für 
Terrific Broth-Medium 
KH2PO4 
K2HPO4 
4,62 g 
25,08 g 
ad 0,2 L 
Autoklavieren 
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3.1.5 Puffer und Lösungen 
Tab. 7: Puffer und Lösungen für Biofeedback-Plasmidisolierung 
Puffer/Lösung Komponenten Menge Bemerkungen 
Lysepuffer 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
20 % (w/v) Glucose 
1 M Tris-HCl (pH 8,0) 
H2O 
RNase A 
Lysozym 
10 ml 
22,7 ml 
12,5 ml 
ad 500 ml 
0,25 mg ml-1 
10 mg ml-1 
Autoklavieren 
Lysozym und RNase 
frisch zugeben  
NaOH/SDS 0,2 M NaOH 
20 % (w/v) SDS 
7,6 ml 
0,4 ml 
 
NH4-Acetat NH4-Acetat 7,5 mol l-1  
 
Tab. 8: Puffer und Lösung für Agarosegelelektrophorese 
Puffer/Lösung Komponenten Menge 
50X TAE Tris 
Essigsäure 
EDTA 
H2O 
242 g 
57 ml 
18,6 g 
ad 1,0 l 
1X TAE 50X TAE 
H2O 
40 ml 
ad 2,0 l 
TAE-Laufpuffer Ethidiumbromid 10 mg ml-1 
50X TAE 
H2O 
100 µl 
40 ml 
ad 2,0 l 
10X DNA-Auftragspuffer 
(Agarosegelelektrophorese) 
Bromphenolblau 
Glycerin (≥ 99,5 %) 
Xylencyanol FF 
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 
62,5 mg 
50 ml 
0,25 g 
ad 100 ml 
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Tab. 9: Puffer und Lösungen für die SDS-PAGE 
Puffer/Lösung Komponenten Menge Bemerkungen 
10X SDS-Laufpuffer Tris 
Glycin 
20 % (w/v) SDS 
H2O 
30,2 g 
188 g 
100 ml 
ad 1 L 
 
5X SDS-Auftragspuffer 0,1 % (w/v) Bromphenolblau 
87 % (v/v) Glycerin 
ß-Mercaptoethanol 
10 % (w/v) SDS 
0,5 M Tris-HCl (pH6,8) 
H2O 
0,2 ml 
4,6 ml 
0,4 ml 
1,6 ml 
1 ml 
ad 8 ml 
 
Coomassie-Färbelösung Coomassie R250 
Coomassie G250 
Ethanol 
Methanol 
Essigsäure 
H2O 
0,4 g 
0,1 g 
85 ml 
10 ml 
20 ml 
ad 200 ml 
 
Entfärber Methanol 
Essigsäure 
H2O 
250 ml 
100 ml 
ad 1 L 
 
 
Tab. 10: Puffer für die Isolierung genomischer DNA 
Puffer/Lösung Komponenten Menge Bemerkungen 
Lysepuffer Tris (pH 8,0) 
EDTA 
Saccharose 
Glycin 
Lysozym 
20 mM 
25 mM 
10 % 
0,5 mM 
20 mg ml-1 
Lysozym wird frisch 
zugegeben 
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Tab. 11: Puffer für Affinitätschromatographie 
Puffer/Lösung Komponenten (Menge) Bemerkungen 
His6-Tag   
KPP-Puffer 
(0,1 M pH6,5) 
KH2PO4 (0,1 M) 
K2HPO4 (0,1 M) 
Die beiden KPP-Lösungen wurden zu pH6,5 
gemischt.  
Waschpuffer I KPP-Puffer (0,1 M pH6,5) 
NaCl (0,3 M) 
NaCl wurde abgewogen und in KPP-Puffer 
gelöst. 
Waschpuffer II KPP-Puffer (0,1 M pH6,5) 
NaCl (0,3 M) 
Imidazol (10 mM) 
Imidazol (1 M pH6,5) wurde im Verhältnis 
1:100 (v/v) mit Waschpuffer I gemischt 
Elutionspuffer KPP-Puffer (0,1 M pH6,5) 
NaCl (0,3 M) 
Imidazol (150 mM) 
Imidazol (1 M pH6,5) wurde im Verhältnis 
15:100 (v/v) mit Waschpuffer I gemischt 
Strep-Tag   
Puffer W Tris-HCl (10 mM pH7,5) 
NaCl (150 mM) 
EDTA (1 mM) 
NaCl und EDTA wurden abgewogen und in 
Tris-HCl gelöst 
Puffer E Tris-HCl (10 mM pH7,5) 
NaCl (150 mM) 
EDTA (1 mM) 
Desthiobiotin ( 2,5 mM) 
Desthiobiothin wurde abgewogen und in 
Puffer W gelöst 
Puffer R Tris-HCl (10 mM pH7,5) 
NaCl (150 mM) 
EDTA (1 mM) 
HABA (1 mM) 
HABA wurde abgewogen und in Puffer W 
gelöst 
MBP-Fusion   
KPP-Puffer 
(0,1 M pH7,0) 
KH2PO4 (0,1 M) 
K2HPO4 (0,1 M) 
Die beiden KPP-Lösungen wurden zu pH7,0 
gemischt  
Waschpuffer KPP-Puffer (0,1 M pH7,0) 
NaCl (0,2 M) 
NaCl wurde abgewogen und in KPP-Puffer 
gelöst. 
Elutionspuffer KPP-Puffer (0,1 M pH7,0) 
NaCl (0,2 M) 
Maltose (10 mM) 
Maltose wurde abgewogen und in 
Waschpuffer gelöst 
Regenerationspuffer SDS (0,1 %)  
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3.1.6 Antibiotika 
Tab. 12: Antibiotika 
Antibiotikum Abkürzung Stammlösung Endkonzentration 
Ampicillin Amp 100 mg ml-1 in 50 % Ethanol 100 µg ml-1 
Chloramphenicol Cm 25 mg ml-1 in 50 % Ethanol 25 µg ml-1 
Kanamycin Km 50 mg ml-1 in 0,1 M NaOH 50 µg ml-1 für E. coli 
25 µg ml-1 für Thermus 
Tetracyclin Tc 15 mg ml-1 in 50 % Ethanol 15 µg ml-1 
5-Fluorouracil 5-FU 20 mg ml-1 in DMSO 5 oder 10 µg ml-1 
5-Fluorocytosin 5-FC 15 mg ml-1 in H2O 15 µg ml-1 
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3.1.7 C-Quelle für Wachstumstest von T. thermophilus 
Tab. 13: C-Quelle 
C-Quelle Stammlösung Endkonzentration 
N-Acetylglucosamin 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
L-Arabinose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
D-Arabitol 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
D-Cellobiose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
Ethanol 100 % 0,2 % 
D-Fructose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
L-Fucose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
D-Galaktose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
D-Glucose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
Glucitol 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
Glycerin 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
Lactose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
Maltose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
Maltooligosaccharide 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
Maltotriose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
Maltulose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
D-Manitol 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
D-Mannose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
D-Melezitose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
D-Melibiose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
Palatinose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
Na-Pyruvat 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
D-Raffinose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
L-Rhamnose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
Saccharose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
L-Sorbose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
Stärke  1 % 
Succinat 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
D-Trehalose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
D-Turanose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
D-Xylose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
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3.1.8 Induktoren zur Genexpression 
Tab. 14: Induktor 
Induktor Stammlösung Endkonzentration 
L-Arabinose 20 % (w/v) in H2O 0,05-0,2 % 
D-Cellobiose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
IPTG 100 mM in 50 % Ethanol 1 mM 
Phenyl-β-D-Glucopyranosid 100 mM in H2O 1 mM 
L-Rhamnose 20 % (w/v) in H2O 0,2 % 
X-Gal 85 mg ml-1 in DMF 85 µg ml-1 
 
  
Material und Methoden 
45 
3.2 Mikrobiologische Methoden 
3.2.1 Kultivierung 
Die Stämme von E. coli wurden generell bei 37°C kultiviert, falls nicht anders beschrieben. 
Für die Herstellung der Vorkultur von E. coli wurden 5 ml LB Medium mit entsprechenden 
Antibiotika in Glaszentrifugenröhrchen mit einer Einzelkolonie angeimpft und über Nacht bei 
37°C im Roller inkubiert. Die Kultivierungstemperatur für T. thermophilus HB27 betrug jeweils 
70°C in flüssigen Medien und 65°C auf Agarplatten. Für die Herstellung der Vorkulturen von 
T. thermophilus HB27 wurden 10 ml TB-Medium in Erlenmeyerkolben (100 ml) mit 
Einzelkolonien von der TB-Agarplatte angeimpft und diese über Nacht bei 70°C im 
Inkubationsschüttler (Aerotron®, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) bei 200 rpm inkubiert. 
3.2.2 Stammhaltung 
Für eine kurzfristige Lagerung von E. coli oder T. thermophilus Kulturen wurde eine 
vereinzelte Kolonie auf einer Agarplatte mit geeignetem Medium und Antibiotikum 
ausgestrichen. Nach dem Wachstum der Zellen über Nacht wurde die Platte im Kühlschrank 
gelagert. Für eine längere Lagerung wurde eine Dauerkultur (Glycerinkultur) hergestellt. 
Hierfür wurde die Vorkultur aus der vereinzelten Kolonie abzentrifugiert 
(Glaszentrifugenröhrchen, Heraeus Megafuge, 5 min, 4.500 rpm, Raumtemperatur). Der 
Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 2 ml TY-Glycerin resuspendiert. Die 
Zellsuspension wurde auf zwei 2ml-Gefrierröhrchen mit Schraubdeckel verteilt, ein Röhrchen 
wurde bei -20°C und eines bei -70°C gelagert. 
3.2.3 Chemische Transformation von E. coli 
Die Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA erfolgte mit der TSS-Hitzeschock-Methode 
(Chung et al. 1989). Für den zu transformierenden E. coli Stamm wurde die Vorkultur über 
Nacht bei 37°C inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurde LB-Medium 1:100 verdünnt angeimpft 
und bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Nach Erreichen einer OD600 von 0,25 – 0,4 wurde die 
Kultur in ein Zentrifugationsröhrchen überführt und zentrifugiert (Sorvall RC 5B Plus 
Kühlzentrifuge, Rotor SS-34, 10 min, 4.500 rpm, 4°C). Der Überstand wurde verworfen und 
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das Zellpellet in kaltem TSS resuspendiert (1/20 Volumen der Ausgangskultur). Je 200 µl der 
TSS-Zellsuspension wurde mit 10 µl Ligationsansatz oder 1 – 5 µl Plasmid-DNA gemischt 
und 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden anschließend für 90 sec auf 42°C im 
Wasserbad erhitzt. Nach dem sofortigen Abkühlen auf Eis wurde der Ansatz in ein 
Glaszentrifugenröhrchen mit 2 ml LB überführt und dieses dann für 1 h bei 37°C im Roller 
inkubiert. Danach wurden die Zellen auf eine LB-Agarplatte mit geeignetem Antibiotikum zur 
Selektion ausplattiert. Als positive Kontrolle für die Transformationseffizienz diente pUC18 
DNA mit definierter Konzentration. Als negative Kontrolle für die Transformation mit 
Ligationsansätzen wurde der nicht-ligierte Vektor eingesetzt. 
Bei der Transformation von E. coli SoluBL21TM wurde das Protokoll abgeändert, indem die 
Zellen nach Plasmidzugabe nur 15 min auf Eis gehalten wurden und der Hitzeschock nur 45 
sec dauerte. 
3.2.4 Herstellung elektrokompetenter E. coli DH5α Zellen 
Für die Herstellung elektrokompetenter E. coli DH5α Zellen (Neutzner 2002) wurden acht 
Glasröhrchen jeweils mit 5 ml Terrific-Broth-Medium mit Einzelkolonien von einer LB-
Agarplatte angeimpft. Diese wurden bei 37°C für 5 – 6 h im Roller inkubiert. Anschließend 
wurde die OD600 ermittelt und zwei Schikanekolben mit jeweils 750 ml Terrific-Broth-Medium 
mit den Zellen von 40 OD600 angeimpft. Diese wurden bei RT im Wasserbad (ohne Heizung) 
bis zum Mittag des nächsten Tages (19 – 20 h) kultiviert. Die Kulturen sollten danach eine 
OD600 von 0,5 – 1,5 erreicht haben. Die zwei Kulturen wurden auf Eis für 15 min abgekühlt 
und in vier GS3-Zentrifugationsbecher überführt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (Rotor 
GS3, 15 min, 3000 rpm, 4°C) und jeweils in 150 ml sterilem kaltem Wasser (4°C) 
resuspendiert. Je zwei Zellsuspensionen wurden in einen Becher vereinigt und diese wie 
zuvor zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden wiederholt mit je 150 ml sterilem kaltem 
Wasser gewaschen. Nach der erneuten Zentrifugation wurden die Zellpellets jeweils in 18 ml 
sterilem 10% Glycerin resuspendiert. Die Zellsuspensionen wurden in zwei SS-34 
Zentrifugationsröhrchen überführt und zentrifugiert (Rotor SS-34, 10 min, 3.500 rpm, 4°C). 
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Die Zellpellets wurden dann in jeweils 2 ml sterilem 10% Glycerin aufgenommen und diese 
sofort in 50 µl Portionen in flüssigem Stickstoff oder auf dem Trockeneis schockgefroren und 
anschließend bei -70°C gelagert. 
3.2.5 Elektroporation von E. coli DH5α  
Für die Elektroporation von E. coli DH5α (Dower et al. 1988) wurden elektrokompetente 
DH5α Zellen langsam auf Eis aufgetaut. Die Zellsuspension (50 µl) wurde zusammen mit 
10 µl entsalztem Ligationsansatz oder 1 – 5 µl Plasmid-DNA in eine gekühlte 
Elektroporations-küvette pippetiert. Der Ligationsansatz wurde zuvor auf einem 
Membranfilter (Milipore Membran, VSWP, 0,025 µm) gegen Wasser dialysiert. Die 
Elektroporation erfolgte bei einem Widerstand von 200 Ω, einer Spannung von 2,5 kV und 
einer Kapazität von 25 µF (Gene Pulser® I, Pulse Kontroller, Bio-Rad Laboratories, 
München). Anschließend wurde sofort 1 ml LB in die Küvette pipettiert, die Suspension in ein 
Glaszentrifugenröhrchen überführt und für 1 h bei 37°C im Roller inkubiert. Danach wurden 
Verdünnungen der Zellen auf selektiven LB-Agar-Nährböden ausplattiert und diese bei 37°C 
über Nacht inkubiert. 
3.2.6 Transformation von T. thermophilus 
Die für T. thermophilus verwendete Transformationsmethode erfolgte nach Protokollen von 
Koyama et al. und Lasa et al. (Koyama et al. 1986; Lasa et al. 1992a; Lasa et al. 1992b). Mit 
einer Vorkultur von T. thermophilus HB27 wurden 10 ml TB-Medium in Erlenmeyerkolben in 
einer Verdünnung von 1:50 angeimpft und bei 70 °C und 200 rpm im Inkubationsschüttler 
(HT Infors AG, Bottmingen, Schweiz) inkubiert, bis eine OD550 von 0,7 – 0,9 erreicht war (ca. 
4 – 5 h). Anschließend wurden 500 µl der Zellkultur mit 50 - 100 ng Plasmid-DNA in einem 
Glaszentrifugenröhrchen gemischt und weiterhin bei 70 °C und 200 rpm inkubiert. Nach 2 h 
Kultivierung wurden 100 – 200 µl der Kultur auf einer TB-Agarplatte mit Antibiotikum 
ausplattiert und die Platte bei 65 °C im Brutschrank über Nacht inkubiert. 
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3.2.7 Genexpression in E. coli 
Für die Expression von Plasmid-kodierten Genen in E. coli wurde LB-Medium mit 
Antibiotikum in Erlenmyerkolben mit einer Vorkultur zu einer OD600 von 0,05 – 0,1 angeimpft 
und für ca. 2 h bei 37°C inkubiert, bis eine OD600 von 0,3 – 0,4 erreicht war. Anschließend 
wurde Induktor zugegeben (Tab. 14). Nach 4 – 5 h bei 30°C wurden 7 x 109 (entsprechend 
einer OD600 von 7) Zellen durch Zentrifugation geerntet (Heraeus Megafuge, 4.500 rpm, 
5 min, RT). Die Zellen wurden mit kaltem Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7,0) 
gewaschen und die Zellpellets bei -20°C gelagert. 
Bei einer Coexpression zweier Gene auf unterschiedlichen Plasmiden wurde die Induktion 
auf zwei verschiedene Arten durchgeführt. Entweder wurden die beiden Induktoren zeitgleich 
bei einer OD600 von 0,3 – 0,4 zugegeben, oder aufeinanderfolgend, indem der erste Induktor 
bei einer OD600 von 0,3 – 0,4 zugegeben wurde. Danach wurden die Zellen für 3 h bei 30°C 
kultiviert, abzentrifugiert, mit LB-Medium gewaschen und in frischem LB-Medium 
aufgenommen und dabei zu einer OD600 von 0,4 verdünnt. Dann wurde der zweite Induktor 
zugegeben und nach 4,5 h bei 30°C die Zellen geerntet und eingefroren. 
3.2.8 Genexpression in T. thermophilus 
Für die Expression rekombinanter Gene in T. thermophilus wurde TB-Medium (mit 25 µg ml-1 
Kanamycin) in einem Erlenmeyerkolben mit einer Vorkultur in einer Verdünnung von 1:50 
angeimpft. Diese Kultur wurde bei 70 °C und 200 rpm im Inkubationsschüttler für 2 - 3 h 
inkubiert, bis eine OD550 von 0,3 – 0,4 erreicht war. Anschließend wurde Induktor zugegeben 
und die Zellen für weitere 6 h kultiviert. Die Ernte erfolgte durch Zentrifugation und Waschen 
wie zuvor im Falle von E. coli. Nach Bestimmung der optischen Dichte wurde die Kultur in 
Portionen von jeweils 7 x 109 Zellen (OD550 = ca. 7) pelletiert und gefroren gelagert. 
3.2.9 Zellaufschluss mit Ultraschallhomogenisator 
Für den Zellaufschluss von E. coli oder T. thermophilus wurden die 7 x 109 Zellen im 
Reaktionsgefäß mit kaltem 0,7 ml 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6,5) resuspendiert. Die 
Zellsuspension wurde unter Kühlung in Eiswasser mit Ultraschall zwei- bis dreimal 30 sec 
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(Pulsstufe: 50 %, Amplitude: 85 %) behandelt (Sonoplus HD2070, Bandelin electronic GmbH, 
Berlin). Nach dem Aufschluss wurde das Lysat 15 min bei 13.200 rpm bei 4°C in einer 
Tischzentrifuge zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5415 D). Der Überstand (lösliche Fraktion 
des Rohextraktes) wurde vom Pellet abgetrennt. Das Pellet wurde in 0,7 ml desselben 
Puffers resuspendiert (unlösliche Fraktion des Rohextraktes; Pelletfraktion). 
3.2.10 Zellaufschluss mit Hochdruckhomogenisator 
Um große Mengen Zellen aufzuschließen, wurde der Hochdruckhomogenisator 
(EmulsiFlex®-C5, Avestin Europe, Mannheim) eingesetzt. 30 - 40 ml Zellkultur wurde 
zentrifugiert (Heraeus Megafuge, 4.500 rpm, 5 min, RT) und das Zellpellet mit 30 ml 
Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7,0) gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 
15 ml desselben Puffers resuspendiert. Vor dem Einsatz wurde das Gerät mit 70 % (v/v) 
Ethanol, mit eiskaltem H2O und dem verwendeten Puffer gespült. Der Zellaufschluss erfolgte 
bei 4°C bei einem Druck von ca. 17.000 psi bzw. 125 MPa. Das Lysat wurde zentrifugiert 
(Sorvall RC 5B Plus Kühlzentrifuge, Rotor SS-34, 10 min, 4.500 rpm, 4°C) und der 
Überstand weiter verwendet. 
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3.3 Molekulargenetische Methoden 
3.3.1 Plasmidisolierung 
Für die Präparation von Plasmid-DNA wurde der „innuPREP Plasmid Mini Kit“ (Analytik Jena 
AG, Jena, Deutschland) verwendet. Alternativ wurde die Biofeedback-Methode (Lee und 
Rasheed 1990) eingesetzt. Dabei wurden die Zellen aus 5 ml Vorkultur abzentrifugiert 
(Heraeus Megafuge, 4.500 rpm, 5 min, RT), in 200 µl Lysepuffer (Tab. 7) resuspendiert und 
in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt. Nach einer Inkubation für 10 min bei RT wurden 300 µl 
NaOH/SDS zugegeben. Der Ansatz wurde gemischt und anschließend durch Zugabe von 
400 µl 7,5 M Ammoniumacetat neutralisiert. Nach erneutem Mischen wurde der Ansatz für 6 
min bei 13.200 rpm und RT in der Tischzentrifuge zentrifugiert. 850 µl Überstand wurden in 
eine neues Reaktionsgefäß überführt, in dem 700 µl Isopropanol vorgelegt waren. Das 
Gemisch wurde für 10 min bei RT inkubiert und daraufhin für 10 min bei 13.200 rpm 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die gefällte Plasmid-DNA mit 100 µl 100 % 
Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation für 5 min bei 13.200 rpm wurde das Pellet 
für 15 min bei RT luftgetrocknet. Zum Schluss wurde die DNA in 50 µl H2O aufgenommen.  
3.3.2 Präparation von genomischer DNA 
Für die Isolierung von genomischer DNA aus E. coli und T. thermophilus wurde der 
„DNeasy® Blood & Tissue Kit“ (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) eingesetzt. 4 x 109 
Zellen aus einer Übernachtkultur wurden durch Zentrifugation (5 min, 4.500 rpm) geerntet 
und in 180 µl Lysepuffer (Tab. 10) gelöst. Die weitere Vorgehensweise erfolgte nach 
Angaben des Herstellers. 
3.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Für die Polymerasekettenreaktion (PCR) (Mullis et al. 1986) wurde die Phusion® High-
Fidelity DNA-Polymerase mit einem geeigneten Temperaturprofil (Tab. 15) benutzt. Die 
Zusammensetzung der PCR-Ansätze ist in Tab. 16 aufgelistet. Die Schmelztemperatur (Tm) 
des Oligonukleotidpaares wurde nach der Formel Tm = 2°C*(A/T) + 4°C*(G/C) (Brown 1981) 
ermittelt. Für das Annealing wurde eine Temperatur 5°C unterhalb der Schmelztemperatur 
Material und Methoden 
51 
gewählt. Die Elongationsdauer wurde anhand der Länge des erwarteten PCR-Fragments auf 
30 s kb-1 eingestellt. Mittels des „NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kits“ wurde das PCR-
Produkt nach Protokoll des Herstellers aufgereinigt. Für den Fall, dass neben dem 
erwarteten Fragment auch viele unspezifische Fragmente im PCR-Produkt vorhanden waren, 
wurde eine Reinigung über Agarosegelelektrophorese vorgenommen (siehe nächstes 
Kapitel). Das DNA-Fragment mit der erwarteten Größe wurde nach Auftrennung mit einem 
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Die 
Aufreinigung erfolgte ebenfalls mit dem „NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kits“ nach 
Anleitung des Herstellers. 
Tab. 15: Temperaturprofil der PCR 
Nr. Schritt Temperatur Dauer 
1 Erste Denaturierung 94°C 2 min 
2 Denaturierung 92°C 30 s 
3 Oligonukleotid-Annealing variabel 30 s 
4 Elongation 72°C 30 s kb-1 
5 Zyklen von 2 - 4  30 X 
6 Letzte Elongation 72°C 10 min 
 
Tab. 16: Zusammensetzung der PCR-Ansätze 
Komponente Menge 
Template-DNA: Plasmid-DNA / Genom-DNA 10 ng / 100 ng 
5X Phusion HF- oder GC- Buffer 10 µl 
dNTPs (10 mM) 1 µl 
forward-Oligonukleotid (100 µM) 0,5 µl 
reverse-Oligonukleotid (100 µM) 0,5 µl 
DMSO 0 – 5 µl 
H2O ad 50 µl 
 
3.3.4 Agarosegelelektrophorese 
Die Analyse von DNA-Restriktionsverdau erfolgte durch Elektrophorese in 0,7 - 1 % (w/v) 
Agarosegelen (Sharp et al. 1973). Für die Herstellung eines Agarosegels wurde die Agarose 
(Biozym LE Agarose, Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland) in 1X 
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TAE-Puffer (Tab. 8) durch Aufkochen in der Mikrowelle gelöst. Nach der Abkühlung wurde 
Ethidiumbromid mit einer Endkonzentration von 0,4 µg ml-1 zum Anfärben der DNA 
hinzugefügt. Anschließend wurde das Gel in einen Gelschlitten mit Probenkamm gegossen 
und nach Erstarren in die mit TAE-Laufpuffer (Tab. 8) gefüllte Elektrophoresekammer 
gesetzt. Vor dem Auftragen wurde die DNA-Probe mit 6X DNA-Auftragspuffer (Tab. 8) 
versetzt. Als DNA-Standard diente „GeneRulerTM 1 kb Plus“ (Thermo Scientific). Die DNA-
Fragmente wurden durch eine angelegte Spannung von 10 V pro cm Gellänge voneinander 
getrennt. Nach dem Lauf wurde die DNA unter UV-Licht fotografiert. 
3.3.5 Bestimmung der DNA-Konzentration 
Mithilfe des NanoPhotometersTM (Implen GmbH, München) wurde die DNA-Konzentration 
der Probe mit einem Volumen von 3 µl nach der Anleitung des Herstellers bestimmt. Als 
Referenz wurde der jeweils verwendete Elutionspuffer oder H2O eingesetzt. 
3.3.6 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA und PCR-Fragmenten 
Der Restriktionsverdau erfolgte in 20 µl Ansätzen, wobei 100 – 300 ng DNA, 1 µl 
Restriktionsenzym (gewöhlich 10 U µl-1), 1 µl 10X Restriktionspuffer und H2O zum Auffüllen 
verwendet wurden. Die Temperatur und Dauer der Restriktionsreaktion wurde nach 
Empfehlung der Hersteller für die eingesetzten Enzyme gewählt. Bei einem Doppelverdau 
mit zwei Enzymen, die unterschiedliche Puffer benötigten, wurde die DNA zwischen den 
einzelnen Behandlungen entweder mittels Isopropanolfällung (siehe nächstes Kapitel) oder 
„NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kits“ gereinigt.  
3.3.7 Isopropanolfällung 
Die Isopropanolfällung dient zur Reinigung und Konzentrierung der DNA. Zunächst wurde 
der Ansatz mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 6,3) und 1 Volumen Isopropanol 
versetzt und für 5 min bei RT inkubiert. Die gefällte DNA wurde anschließend durch 
Zentrifugation (Eppendorf Centrifuge 5415D, 13.200 rpm, 10 min) pelletiert. Das Pellet wurde 
mit 100 µl 100 % Ethanol gewaschen (Eppendorf Centrifuge 5415D, 13,200 rpm, 3 min), bei 
RT getrocknet und in einem geeigneten Volumen H2O gelöst. 
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3.3.8 Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase 
Die alkalische Phosphatase aus Kälbermagen (EC 3.1.3.1) spaltet die 5´-Phosphatgruppen 
der linearisierten Vektor-DNA ab und verhindert damit eine Religation des Vektors. Der 
Reaktionsansatz (10 µl) setzte sich zusammen aus 1 µl alkalischer Phosphatase (20 U µl-1), 
1 µl 10X Phosphatasepuffer, 100 – 400 ng DNA und H2O. Die Reaktion erfolgte für 1 h bei 
37°C. 
3.3.9 Klenow-Behandlung  
Um überstehende Enden eines Restriktionsfragments in glatte Enden zu überführen, wurden 
diese mit dem Klenow Enzym behandelt. 5´-überstehende Enden eines Fragments wurden 
mit dNTPs durch die Polymerase aufgefüllt bzw. 3´-Enden ohne dNTPs abgebaut (Klenow 
und Henningsen 1970). Die DNA wurde mit 2 µl 10X Restriktionspuffer B (Roche), 1 µl 
Klenow Enzym (2 U µl-1) und 2 µl dNTPs (10 mM) (nur bei 5´-Überhängen) versetzt und mit 
H2O auf ein Volumen von 20 µl aufgefüllt. Der Ansatz wurde bei 37°C für 20 min inkubiert. 
3.3.10 Ligation der DNA-Fragmente 
Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte durch die T4 DNA Ligase (1 U µl-1, Roche). Der 
Ligationsansatz bestand aus den DNA-Fragmenten, die in einem geeigneten molaren 
Verhältnis zueinander eingesetzt wurden, 1 µl 10X Ligasepuffer, 1 µl T4 DNA Ligase. Dieser 
wurde mit H2O auf ein Volumen von 10 µl aufgefüllt. Die Ligation erfolgte entweder für 2 h bei 
RT oder über Nacht bei 4°C. 
3.3.11 DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzierung von DNA wurde von der Firma GATC Biotech AG (Konstanz) 
durchgeführt. Die DNA-Proben zur Sequenzierung wurden mit geeigneten Oligonukleotiden 
nach Vorschrift des Anbieters gemischt. 
3.3.12 Hybridisierung von komplementären Oligonukleotiden 
Die Vorgehensweise für die Hybridisierung von kurzen komplementären Oligonukleotiden zu 
doppelsträngiger DNA ist Tab. 17 dargestellt. 
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Tab. 17: Hybridisierung von komplementären Oligonukleotiden 
Schritt Vorgehen 
1 Mischen der komplementären Oligonukleotiden (je 3 µl 100 µM) 
2 Denaturierung bei 92 °C für 5 min 
3 Annealing vei 65 °C für 10 min 
4 Abkühlung bei 4 °C für 1 – 2 min 
 
3.3.13 Gensynthese 
Die Synthese der Gene erfolgte durch die Firma GenScript® (USA). Die Anpassung der 
Codon Usage an den Expressionsstamm und die Optimierung der Schnittstellen für 
Restriktionsenzyme wurden manuell durchgeführt. 
3.3.14 Genanalyse und bioinformatische Methoden 
Die Gensequenz wurde durch SignalP 4.0 (Petersen et al. 2011) analysiert, um ein 
mögliches Signalpeptid zu detektieren. Die Untersuchung der Sequenzähnlichkeit von 
Proteinen bzw. von Nukleotiden erfolgte mithilfe des Programms Protein-Blast (blastp) sowie 
Nukleotide-Blast (blastn), die von der GenBank zur Verfügung stehen 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) (Johnson et al. 2008). 
Die Codon-Usage der Gene wurde durch den Webserver „Calculate Codon Usage“ von 
Gene Infinity LLC (San Diego, USA) analysiert. Um die mögliche Ribosomenbindstelle (RBS) 
vor der Gensequenz zu identifizieren, wurde der „RBS Calculator“ (Espah Borujeni et al. 
2014) verwendet.  
Die Darstellung der Proteinstruktur erfolgte durch die 3D-Grafiksoftware PyMOL (Delano 
Scientific LLC, Schrödinger LLC). Multipes Sequenzalignment wurde mit dem Programm 
Clustal X (Larkin et al. 2007) durchgeführt. Die Restriktions- und Plasmidkarten wurden 
durch Clone Manager Basic, Version 8 (Scientific & Educational Software, USA) gezeichnet. 
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3.4 Proteinbiochemische Methoden 
3.4.1 SDS-PAGE 
Die Proteine wurden nach Molekulargewicht durch SDS-PAGE (Laemmli 1970) 
elektrophoretisch aufgetrennt. Für die SDS-PAGE wurde zunächst ein denaturierendes 
Polyacrylamidgel gegossen, das aus neutralem Sammelgel (3 %) und basischem Trenngel 
(10 – 13,5 %) bestand (Tab. 18).  
Tab. 18 Zusammensetzung von Gelen für SDS-PAGE(Mengenangaben für zwei Gele) 
Komponente Sammelgel 3% 
Trenngel 
10 % 12 % 13,5 % 
H2O 3,00 ml 7,90 ml 6,60 ml 5,60 ml 
Tris-HCl (1,5 M pH 8,8) - 5,00 ml 5,00 ml 5,00 ml 
Tris-HCl (0,5 M pH 6,8) 1,25 ml - - - 
Rotiphorese® Gel 30* 0,67 ml 6,70 ml 8,00 ml 9,00 ml 
SDS (10% w/v) 0,05 ml 0,20 ml 0,20 ml 0,20 ml 
Amoniumpersulfat (10 % w/v) 0,05 ml 0,20 ml 0,20 ml 0,20 ml 
TEMED 5 µl 8 µl 8 µl 8 µl 
*30 % Acrylamid : Bisacrylamid im Mischungsverhältnis 37,5:1 
Zum Auftragen wurden 24 µl Protein (lösliche Fraktion des Rohextraktes oder Pelletfraktion) 
mit 6 µl 5X SDS-Auftragspuffer (Tab. 9) gemischt und für 6 min bei 95°C im Heizblock erhitzt. 
Nach dem Abkühlen und der Zentrifugation (Eppendorf Tischzentrifuge, 13.200 rpm) wurden 
davon 13 µl in die Probentaschen des Sammelgels pipettiert. Zur Größenbestimmung der 
Proteine wurde 5 µl Proteinstandard (Roti®-Mark Standard, Carl Roth GmbH und Unstained 
Protein MW Marker bzw. PageRulerTM Unstained Protein Ladder, Thermo Scientific) mit 
aufgetragen. Zunächst wurde eine Stromstärke von 10 mA pro Gel angelegt. Die 
Stromstärke wurde auf 20 mA pro Gel erhöht, sobald die Bromphenolblau-Front ins Trenngel 
überging. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald die Bromphenol-Front aus dem Gel 
herausgelaufen war. Um die Proteinbanden zu detektieren, wurde das Trenngel in 
Coomassie-Färberlösung (Tab. 9) für 45 min auf einem Schüttler gefärbt. Anschließend 
erfolgte eine Entfärbung mit Entfärber-Lösung (Tab. 9) für 1 h im Schüttler. Die Entfärber-
Lösung wurde mehrfach gewechselt bis die Banden sichtbar waren. Zur vollständigen 
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Entfernung des ungebundenen Farbstoffs wurde das Gel in 7 % (v/v) Essigsäure über Nacht 
auf dem Schüttler inkubiert. 
3.4.2 Proteinreinigung mit Affinitätschromatographie 
Die Aufreinigung von Proteinen mit His6- (Hochuli et al. 1987), Strep- (Skerra und Schmidt 
1999), oder MBP-Tag (Bedouelle und Duplay 1988; Di Guan et al. 1988) erfolgte durch 
Affinitätschromatografie. Die His6-Affinitätsaufreinigung ist auch bekannt als „immobilized 
metal affinity chromatography“ (IMAC). Für die Aufreinigung der His6- bzw. Strep-getaggten 
Proteine wurde eine 2 ml Leersäule mit 2 ml Talon® Metal Affinity Resins (Clontech 
Laboratories, Inc) bzw. 2 ml Strep-Tactin® Sepharose® (IBA GmbH, Göttingen) befüllt. Für 
die Äquilibrierung wurde die Säule zunächst mit 3X 2 ml Waschpuffer I bzw. Puffer W (Tab. 
11) gewaschen. Dann wurde die lösliche Fraktion des Rohextraktes aus dem Zellaufschluss 
mit Hochdruckhomogenisator in 2 ml Schritten auf die Säule aufgetragen. Die Säule mit 
daran gebundenen Proteinen wurde anschließend mit 5X 2ml Waschpuffer I bzw. Puffer W 
gewaschen. Für His6-Tag wurde die Säule zusätzlich mit 5X 2 ml Waschpuffer II gewaschen. 
Die Elution erfolgte mit 6X 0,5 ml Elutionspuffer bzw. Puffer E. Das Resin wurde mit 
Waschpuffer I bzw. Puffer R regeneriert. Die Durchlauf-, Wasch- und Elutionsfraktion wurden 
zum weiteren Einsatz aufgefangen. 
Für die Aufreinigung der MBP-Fusionsproteine wurden ca. 3 ml Amylose Resin (Suspension, 
in 20 % Ethanol) (NEB, USA) in ein 50 ml FalconTM Centrifuge Tube überführt. Das Material 
wurde zentrifugiert (Heraeus Megafuge, 3 min, 6.000 rpm), der Überstand verworfen und das 
Resin in 3 ml H2O resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Resin noch einmal 
mit H2O gewaschen. Danach erfolgte zweimal Waschen mit jeweils 3 ml Waschpuffer (Tab. 
11). Die lösliche Fraktion des Rohrextraktes (20 – 25 ml) wurde in das Falcon Gefäß 
gegeben und mit Amylose Resin vermischt. Die Suspension wurde schrittweise in eine 5 ml 
Leersäule transferiert und der Durchfluss aufgefangen. Nach der Sedimentierung von Resin 
erfolgten 8 Waschschritte durch Zugabe von jeweils 5 ml Waschpuffer. Die Elution erfolgte 
zunächst mit 2X 1 ml dann 5X 2 ml Elutionspuffer. Die Waschfraktionen und 
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Elutionsfraktionen wurden aufgefangen und standen für weitere Verwendung zur Verfügung. 
Die Regeneration von Amylose Resin erfolgte mit 1X 6 ml H2O und 1X 6 ml 0,1 % SDS.  
3.4.3 Anionenaustauschchromatographie 
Basierend auf unterschiedlichen Ladungen wurden die Proteine ohne Affinitäts-Tag mit Hilfe 
der Anionenaustauschchromatographie von anderen Zellproteinen abgetrennt. Verwendet 
wurde eine FPLC mit Liquid Chromatography Controller LCC-500 Plus (Pharmacia) und 
Fraktionssammler FRAC-200. Die Trennung erfolgte mit der Mono QTM HR 5/5 Säule 
(Pharmacia, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg). Die verwendeten Puffer sind in Tab. 
19 aufgelistet. 
Tab. 19: Puffer und Parameter für Anionenaustauschchromatographie 
Komponenten / Parameter  
Säulenkapazität 20 – 50 mg 
Puffer A 10 mM KPP pH6,5 
Puffer B 10 mM KPP pH6,5, 1 M NaCl 
Volumenstrom 1 ml min-1 
Gradient 0 – 100% in 60 min 
Drucker-Geschwindigkeit 0,5 cm min-1 
Detektor UV-Monitor, 280 nm, Empfindlichkeit 0,5 AUFS 
 
3.4.4 Umpufferung der Proteine 
Um NaCl, EDTA, Imidazol usw. aus den Elutionsfraktionen nach Affinitätschromatographie 
zu entfernen bzw. die Proteine umzupuffern, wurden NAP10 Säulen (PD midiTrapTM G-25 
Säule, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) verwendet. Zunächst erfolgte eine 
Äquilibrierung der Säule durch mehrmaliges Waschen mit dem gewünschten Puffer. 
Anschließend wurden 1 ml Elutionsfraktion der Affinitätsreinigung auf die Säule aufgetragen 
und der Durchfluss verworfen. Die Elution erfolgte mit 1,5 ml des gewünschten Puffers.  
3.4.5 Ankonzentration der Proteine 
Die Ankonzentration der Proteine erfolgte durch Ultrafiltration mit Amicon® Ultra (cut off 10 
kDa, Merck Millipore Ltd, Darmstadt). Nach der Zentrifugation (Heraeus Megafuge, 5 – 10 
Material und Methoden 
58 
min, 4.000 rpm) wurde 1 – 2 ml NaAc Puffer (50 oder 100 mM; pH 6,5) auf die Membran 
gegeben. Anschließend wurde so lang zutrifugiert (4.000 rpm) bis das Volumen der 
Proteinlösung auf die gewünschte Menge reduziert war. 
3.4.6 Proteinbestimmung nach Bradford 
Für den quantitativen Nachweis von Proteinen wurde die Bestimmungsmethode nach 
Bradford verwendet (Bradford 1976). Für die Bestimmung der Proteinkonzentration in einer 
Probelösung wurde zunächst eine Kalibriergerade mit einer definierten BSA-Lösung (0,145 
mg ml-1) angefertigt. Für fünf Ansätze wurden jeweils 10, 20, 30, 40 und 50 µl BSA-Lösung 
mit H2O auf 800 µl aufgefüllt. Als Leerwert wurde 800 µl H2O eingesetzt. Diese Proben mit 
unterschiedlichen BSA-Konzentrationen wurden mit jeweils 200 µl Bio-Rad Reagenz versetzt 
(Bio-Rad Laboratories GmbH, München) und für 15 min bei RT inkubiert. Anschließend 
wurde die Extinktion im Photometer bei 595 nm gemessen und dadurch eine 
Geradengleichung für den Zusammenhang von Proteinkonzentration und OD595 erstellt. Nach 
diesem Prinzip wurden die Ansätze für die Probenlösungen (z.B lösliche Fraktion des 
Rohextraktes) zur Messung angefertigt. Die eingesetzte Probenmenge wurde so gewählt, 
dass die ermittelte OD595 im Bereich der Kalibriergerade lag. 
3.4.7 Bestimmung der Enzymaktivitäten der verwendeten Glycosid-Hydrolasen 
Die Messung der Aktivität von Glycosid-Hydrolasen (GH) erfolgte mit synthetischen 
Substraten (Tab. 20), die gemeinsam eine Nitrophenylgruppe als Aglykon der glykosidischen 
Bindung als Chromophor tragen. Bei der Hydrolyse wird die glycosidische Bindung zwischen 
Nitrophenylgruppe und Zucker gespalten. Der freigesetzte Chromophor wird, im alkalischen 
pH-Bereich, bei 405 nm photometrisch bestimmt. ∆OD405 [cm-1] ergibt sich aus der 
Lichtabsorption bei 405 nm, geteilt durch die Länge des Lichtsweges durch die Küvette, nach 
dem Lambert-beerschen Gesetz. Der molare Extinktionskoeffizient ε405, (pH9,8) beträgt 17,8 
[mmol-1 L cm-1]. Die enzymatische Reaktion erfolgte in 500 µl Ansätzen, indem 25 µl 
Enzymlösung mit 450 µl Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH6,5) versetzt und bei 
entsprechendem Temperaturoptimum der Enzyme für 5 min vorinkubiert wurden. Nach 
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Zugabe von 25 µl Substratlösung wurden die Ansätze je nach Geschwindigkeit der 
Enzymreaktion für 2 – 8 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ml 
Natriumborat (0,4 M, pH9,4) gestoppt. Anschließend wurde die Absorption im Photometer 
bei 405 nm gemessen. Die Berechnung der Enzymaktivität in U ml-1 erfolgte mit folgender 
Gleichung. Eine Unit wird definiert als die Enzymmenge welche für die Freisetzung von 
1 µmol Chromophor pro min benötigt wird. 
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴ä𝐴[𝑈 𝑚𝑚−1] = 𝛥𝑂𝑂405[𝑐𝑚−1] × 𝑉𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔[𝑚𝑚]
ε405[𝑚𝑚𝑚𝑚−1 𝐿 𝑐𝑚−1] × 𝑍𝑍𝐴𝐴[𝑚𝐴𝑚] × 𝑉𝐸𝐸𝐸𝐸𝑔[𝑚𝑚] 
mit ε405,(𝑝𝑝9,8) = 17,8 [𝑚𝑚𝑚𝑚−1 𝐿 𝑐𝑚−1] 
Die spezifische Aktivität [U mg-1] ergibt sich aus der Volumenaktivität [U ml-1] geteilt durch die 
Proteinkonzentration [mg ml-1] in der Probe (Proteinbestimmung nach Bradford). 
Aktivitätsmessungen wurden als Dreifachbestimmung durchgeführt und ergaben eine 
Abweichung von ca. 5 – 10 %. 
Zur Messung der α-Amylase wurde das synthetische Substrat 2-Chlor-4-nitrophenyl-α-
maltotriosid (CNP-G3) eingesetzt (Winn-Deen et al. 1988; Lorentz et al. 1999). Für die 
Auswertung wurde für 2-Chlor-4-Nitrophenol ein zu pNPP identischer Extinktionskoeffizient 
von 17,8 [mmol-1 L cm-1] bei 405 nm und pH 9,8 verwendet.  
Tab. 20: Synthetische Substrate für Enzymtests von Glycosid-Hydrolasen und der Alkalischen 
Phosphatase 
 
 
Substrat Abkürzung Konzentration Enzym 
2-Chloro-4-Nitrophenyl-α-D-Maltotriosid CNP-G3 10 mM in H2O α-Amylase 
p-Nitrophenyl N,N´-diacetyl-β-D-Chitobiosid pNP-Chito 9 mM in H2O Chitinase 
p-Nitrophenyl-α-D-Galaktopyranosid pNP-α-Gal 4 mg ml-1  in H2O α-Galaktosidase 
p-Nitrophenyl-α-D-Glucopyranosid pNP-α-Glc 4 mg ml-1  in H2O α-Glucosidase 
p-Nitrophenyl-β-D-Galaktopyranosid pNP-β-Gal 4 mg ml-1  in H2O β-Galaktosidase 
p-Nitrophenyl-β-D-Glucopyranosid pNP-β-Glc 4 mg ml-1  in H2O β-Glucosidase 
p-Nitrophenylphosphat (Na2) pNPP 20 mM in  
Tris/HCl (1 M pH8.0) 
Alkalische 
Phosphatase 
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3.4.8 Alkalische Phosphatase Assay 
Da die Disulfidbindung der nativen Alkalischen Phosphatase (PhoA) leicht durch andere 
Thiolgruppen reduziert werden kann, wurde für den Zellenaufschluß Kaliumphosphatpuffer 
(pH 7,0, 0,1 M) mit N-Ethylmaleimid (0,1 M) als blocking reagenz für Thiolgruppen verwendet. 
Wie bei den Glycosid-Hydrolasen, beruht der Assay für alkalische Phosphatase auf der 
photometrischen Messung des freigesetzten Chromophors p-Nitrophenol, in diesem Fall auf 
der enzymatischen Spaltung des synthetischen Substrats p-Nitrophenylphosphat unter 
alkalischen Bedingungen. Der 200 µl Reaktionsansatz setzte sich zusammen aus 130 µl 
Tris-HCl (1 M, pH 8,0), 20 µl Proteinlösung und 50 µl pNPP (Tab. 20). Die Reaktion erfolgte 
für 8 min bei 37°C und wurde durch Zugabe von 800 µl K2HPO4 (0,2 M) gestoppt. 
Anschließend wurde die Extinktion bei 405 nm gemessen. Die Auswertung erfolgte nach 
obiger Gleichung mit dem für p-Nitrophenol üblichen Extinktionskoeffizient von 17,8 
[mmol-1 L cm-1]. 
3.4.9 Bestimmung der Aktivität des branching enzyme mittels Amylose Assay 
Tab. 21: Lugolsche Lösung 
 Komponenten Menge Bemerkung 
Stammlösung I2 0,26 g  
KI 2,6 g 
H2O ad 10 ml 
Lugolsche Losung Stammlösung 0,5 ml frisch angesetzt 
HCl (1 N) 0,5 ml 
H2O 129 ml 
 
Amylose als ein lineares Polysaccharid besteht aus α-D-Glucoseeinheiten, die miteinander 
α-1-4-glucosidisch verbunden sind, und kommt zusammen mit Amylopectin (verzweigte α-1-
6-glucosidische Verbindung) in Stärke vor. Amylose besitzt eine helixförmige Konformation 
mit einem Hohlraum in der Mitte, in den sich Polyiodidketten (I3-, I5-, I7-) einlagern können. Mit 
einer Kettenlänge von 40 bis 50 Glucoseeinheiten ergibt der Amylose-Iod-Komplex eine 
intensive Blaufärbung (Rundle und Baldwin 1943; Mould und Synge 1954). Je kürzer die 
Kette, desto geringer wird die Blaufärbung. Branching enzyme katalysiert eine stärkere 
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Verzweigung der Stärke und führt damit zu einer geringeren Intensität bei Anfärbung mit 
Lugolscher Lösung (Tab. 21).  
Der Nachweis der Bildung verzweigter Ketten durch das branching enzyme wird mit dem 
Substrat Amylose (Typ III, Sigma A0512) durchgeführt. Um Amylose gut zu lösen, wurde es 
mit 0,2 ml 96 % Ethanol versetzt und für 3 - 4 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden 
nacheinander 0,5 ml NaOH (2 N), 1 ml H2O und 0,5 ml HCl (2 N) zugegeben. Zuletzt wurde 
mit Tris-HCl (0,1 M, pH 7,5) auf 10 ml aufgefüllt, wodurch eine 0,1 %-Lösung erhalten wurde. 
Die branching enzyme Reaktion wurde in einem Ansatz von 100 µl durchgeführt, bestehend 
aus 50 µl vorbehandelter Amylose und 50 µl Proteinlösung. Nach Inkubation bei geeigneter 
Temperatur für 30 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 ml Lugolscher Lösung 
gestoppt und die Extinktion bei 660 nm, welche zwischen 0.15 – 0,5 liegen sollte, gemessen. 
Als Referenzwert diente ein Ansatz mit Puffer statt Proteinlösung. Die Abnahme der 
optischen Dichte (OD660) des Amylose-Iod-Komplexes um 1 % pro min wurde als 1 Unit 
definiert 
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴ä𝐴 [𝑈 𝑚𝑚−1] = 𝑂𝑂660,𝑅𝑔𝑅𝑔𝑅𝑔𝐸𝐸 − 𝑂𝑂660,𝑃𝑅𝑃𝑔𝑔𝑃𝐸
𝑂𝑂660,𝑅𝑔𝑅𝑔𝑅𝑔𝐸𝐸 × 𝑍𝑍𝐴𝐴[𝑚𝐴𝑚] × 𝑉𝐸𝐸𝐸𝐸𝑔[𝑚𝑚] × 100 
 
3.4.10 Dünnschichtchromatographie zur Analyse von Carotinoiden 
Der Wildtyp und die Mutanten von T. thermophilus HB27 wurden in TB-Medium über Nacht 
bei 70°C kultiviert. Am zweiten Tag wurden 2,6 x 1010 Zellen durch Zentrifugation (5 min, 
4.500 rpm) geerntet. Die Zellen wurden mit 1 ml H2O gewaschen und in 1 ml 
Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6,5) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit 
10 mg ml-1 Lysozym versetzt und bei 37°C für 1 h inkubiert. Die Suspension wurde erneut 
zentrifugiert (5 min, 13.200 rpm), mit 1 ml H2O gewaschen und anschließend mit 600 µl 
Aceton extrahiert. Der Aceton-Extrakt wurde mit 200 µl H2O und 200 µl Hexan für die 
Reextraktion versetzt. Die Probe wurde zentrifugiert (5 min, 13.200 rpm), und die obere 
Hexan-Phase gesammelt. Die Extraktion wurde mit 200 µl Portionen von Hexan wiederholt, 
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bis die Hexan-Phase farblos blieb. Die Hexan-Extrakte wurden gepooled und in der Vakuum-
Zentrifuge getrocknet. Die Extrakte wurden in 20 µl Hexan gelöst und auf einer 
Dünnschichtchromatographieplatte (Silicagel 60 F254, Merk, Darmstadt) mit dem Laufmittel 
Petroleum : Diethylether : Aceton (40 : 10 : 10) als Mobilphase aufgetrennt. β-Carotin (Sigma 
Aldrich, Steinheim) und Lycopin (isoliert aus Tomatenpüree und freundlicherweise von Dr. 
Jana Hoffmann zur Verfügung gestellt) wurden als authentische Standards verwendet. 
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3.5 Genintegration mittels CRIM System 
Das Conditional-Replication, Integration, Excision, and Modular (CRIM) System (Haldimann 
und Wanner 2001) wurde in der Arbeit verwendet, um Gene in das E. coli Genom zu 
integrieren. Für die Integration sind zwei Plasmide nötig. Das CRIM-Plasmid pAH162mod.1 
besteht aus einem conditional-replication origin (oriRγ), einer φ85 phage attachment site 
(attP), einem Tetracyclin-Resistenzmarker und einer multiple cloning site (MCS), welche an 
beiden Enden jeweils von Transkriptionsterminatoren flankiert wird (Abb. 5). Dieses Plasmid 
wird in E. coli DH5α λpir mit niedriger Kopienzahl repliziert. Ohne Komplementation durch die 
pir-Funktion ist keine Replikation möglich. Für die Integration in einen Stamm ohne λpir wird 
noch das CRIM-Helferplasmid pSS16.1 benötigt (Abb. 5). Dieses enthält einen 
temperatursensitiven Replikationsursprung (oriR101), einen Ampicillin-Resistenzmarker, ein 
Gen für den temperatursensitiven λ-Repressor (cl857), sowie das Gen für die λ-Integrase (int) 
unter Kontrolle eines λ-Promotors und des λ-Repressors. 
 
Abb. 5: Das CRIM-Plasmid pAH162mod.1 und CRIM-Helferplasmid pSS16.1 
 
Das zu integrierende Gen wurde zunächst mit pAH162mod.1 ligiert und damit E. coli 
DH5α λpir transformiert. Die Transformanten wurden auf LB-Agarplatten mit 15 µg ml-1 
Tetracyclin selektiert. Der für die Integration gewählte E. coli Stamm wurde zunächst mit dem 
Helferplasmid pSSH16.1 transformiert. Die Selektion erfolgte auf LB-Amp-Agarplatten bei 
30°C. Zur Transformation von E. coli/pSSH16.1 wurden 5 ml LB-Medium mit Ampicillin 1:100 
verdünnt mit einer Vorkultur angeimpft. Nach 2 Stunden bei 30°C auf einem Roller wurde die 
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Kultur für eine weitere Stunde bei 40°C inkubiert, um das int-Gen zu exprimieren. 
Anschließend erfolgte die übliche Transformation mit der TSS-Methode, in dem die Kultur 
abzentrifugiert und mit kaltem TSS-Medium versetzt wurde. Die Selektion der 
Transformanten mit dem integrierten Gen erfolgte auf LB-Agarplatten mit 7,5 µg ml-1 
Tetracyclin bei 37°C. Dabei sollte das Helferplasmid aufgrund des temperatursensitiven 
oriR101 verloren gegangen sein. Dies wurde durch Ausstreichen der Transformanten auf LB-
Agarplatten mit Ampicillin überprüft. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Expressionsoptimierung von Glycosid-Hydrolase-Genen in E. coli 
Im Rahmen des Amylomic Projekts wurden aus Metagenomen thermophiler Biosphären eine 
Reihe neuer Gene gefunden, die für amylolytische Enzyme kodieren. Ihre mögliche Identität 
wurde anhand eines Protein-Blast zugeordnet und hierbei Vertreter der wenig bekannten 
GH57 Familie als besonders untersuchenswert betrachtet. Auf diese Weise wurden die Gene 
amo42-45, die für α-Amylasen der GH57 Familie kodieren, zwei branching enzymes (Amo59 
und 63) als Mitglieder der Familie GH13 und eine Chitinase (ChiA), ein GH18 Mitglied, 
ausgewählt. Die Protein-Blast Analyse der ausgewählten Gene sowie jeweils deren nächster 
Proteinverwandter mit höchster Homologie zur vorgegebenen Proteinsequenz ist in Tab. 22 
zusammengefasst. Auffällig ist, dass die Mikroorganismen, aus denen die homologen 
Enzyme (erster Treffer des Protein-Blast) stammen, einen thermophilen Charakter aufwiesen. 
Dies deutete darauf hin, dass es sich bei den ausgewählten amylolytischen Enzymen um 
thermostabile Enzyme handeln dürfte (Tab. 22). 
Tab. 22: Analyse der zur Untersuchung eingesetzten GH-Gene 
Gene Vektor Annotation
* 
GH-
Familie 
Homologie 
(% Identität)
** 
Nächster 
Verwandter* 
optimale Wachstums-
temperatur 
amo42 pSH13 α-Amylase GH57 93 % Thermocladium 
sp. ECH_B 
 
amo43 pSH15 α-Amylase GH57 74 % Desulfurococcus 
kamchatkensis 
85°C  
(Kublanov et al. 2009) 
amo44 pSH21 α-Amylase GH57 71 % Thermodesulfo-
bacterium 
geofontis 
83°C  
(Hamilton-Brehm et al. 2013) 
amo45 pSH24 α-Amylase GH57 98 % Thermocrinis 
albus 
88°C  
(Eder und Huber 2002) 
amo59 pSO203_
A 
branching 
enzyme 
GH13 82 % Hydrogenobacter 
thermophilus 
98°C  
(Eder und Huber 2002) 
amo63 pSO199 branching 
enzyme 
GH13 66 % Thermodesulfo-
vibrio aggregans 
60°C  
(Sekiguchi et al. 2008) 
amo85 
(chiA) 
pCED100 Chitinase GH18 100 % Rhodothermus 
marinus 
65°C  
(Bjornsdottir et al. 2006) 
* Zufolge des Protein-Blast in der GenBank (letzte Durchführung am Anfang 2016).  
** Homologie zum nächsten Proteinverwandten in % Identität. 
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Erste Expressionsversuche der sieben ausgewählten Gene in E. coli mit Hilfe eines L-
Rhamnose-induzierenden Vektors pJOE3075.3 (Stumpp et al. 2000) zeigten eine geringe 
Expression. So wurde in allen Fällen kein lösliches Protein im Rohextrakt nachgewiesen. 
Unlösliches Protein konnte in geringen Mengen in der Zellpelletfraktion detektiert werden. 
Eine Charakterisierung der produzierten Enzyme durch einen Aktivitätstest war daher nicht 
möglich. Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurde die Genexpression der sieben 
ausgewählten Gene unter Zuhilfenahme unterschiedlicher genetischer Werkzeuge in E. coli 
optimiert, um die Produktion der löslichen/aktiven Enzyme zu verbessern. 
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4.1.1 Verbesserung der Translationsinitiation 
Bei dem L-Rhamnose-induzierbaren Expressionsvektor pJOE5751.1 (Hoffmann et al. 2012) 
steht das Reportergen eGFP unter Kontrolle des Rhamnosepromotors. Im Vergleich zu 
pJOE3075.3 enthält pJOE5751.1 ein eGFP-Fusionsgen, das zur Verbesserung der 
Translationsinitiation der mRNA die ersten fünf Codons des β-Galaktosidase-Gens aus E. 
coli beinhaltet, gefolgt von 6 Codons für die Aminosäure Histidin (His6-Tag) und einer 
Restriktionserkennungssequenz für BamHI, die N-terminal mit dem Reportergen eGFP 
fusioniert (Abb. 6). Das zu exprimerende Gen wird als BamHI-Fragment in-frame durch 
Ersatz des eGFP-Gens eingefügt. Der enthaltene His6-Tag kann später für eine Aufreinigung 
der produzierten Proteine durch IMAC verwendet werden. 
 
Abb. 6: Der L-Rhamnose-induzierbare Expressionsvektor pJOE5751.1 mit der 
Translationsinitiationsverbesserung durch Verwendung der ersten fünf Codons der β-Galaktosidase 
aus E. coli. 
 
Die sieben Gene wurden mit den Oligonukleotiden (Tab. 5) aus den Vektoren (Tab. 22) 
mittels PCR amplifiziert und jeweils durch Austausch von eGFP in pJOE5751.1 kloniert, 
wodurch die in Tab. 23 angegebenen Plasmide entstanden. Zur Produktion der 
entsprechenden Proteine wurde E. coli JM109 mit dem jeweiligen Plasmid transformiert. 
Nach Induktion mit 0,2 % L-Rhamnose wurden die Zellen für 6 h bei 30°C kultiviert und 
anschließend gleiche Zellmengen (10 OD600) geerntet und aufgeschlossen. Die 
Proteinzusammensetzung der löslichen Fraktion und der unlöslichen Fraktion der 
Rohextrakte wurde mittels 10%-iger SDS-PAGE aufgetrennt und untersucht. Die Größe der 
erwarteten Proteinbande der GH-Enzyme ist in Abb. 7 wiedergegeben und im Gel mit einem 
Kreis markiert. Ihre Produktion wurde im Vergleich zur nicht-induzierten Probe qualitativ 
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bewertet und ist in Tab. 23 zusammengefasst. Enzymaktivitätsuntersuchungen wurden in 
den löslichen Fraktionen der Rohextrakte durchgeführt. 
Tab. 23: Expressionsergebnisse der His6-getaggten Gene im Rha-Vektor mit der 
Translationsinitiationsverbesserung sowie Enzymaktivitätsuntersuchung in den löslichen 
Rohextraktfraktionen. 
Gene konstruierte 
Plasmide 
lösliches 
Protein* 
Enzym-
aktivität 
Temperatur-
optimum 
nicht-lös. 
Protein* 
amo42 pLEI42.1 - Nein  + 
amo43 pLEI43.1 - nein  + 
amo44 pLEI44.1 - nein  + 
amo45 pLEI45.1 (+) ja 85°C +++ 
amo59 pLEI59.1 + ja 80°C +++ 
amo63 pJOE7315.24 + ja 60°C + 
amo85 (chiA) pHWG941.7 (+) ja  ++++ 
* Die Mengen der produzierten GH Proteine wurden von gering „(+)“ bis viel „+++++“ eingestuft. Fand 
keine Expression statt, wurde dies mit „-“ gekennzeichnet.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 7: SDS-PAGE Analyse zur Expression der sieben His6-getaggten GH-Gene in E. coli JM109. 
Die Zellen mit den entsprechenden Plasmiden wurden durch Zugabe von 0,2 % L-Rhamnose für 6 h 
bei 30°C induziert. Die induzierten (+) bzw. nicht-induzierten (-) Zellen wurden bei gleicher OD-Menge 
geerntet und aufgeschlossen. Die Genprodukte in den löslichen (Ü) bzw. unlöslichen (P) 
Rohextraktfraktion wurden mittels SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und analysiert. 
 
Wie in Abb. 7 zu erkennen ist, wurden die N-terminal His6-getaggten GH-Enzyme 
überwiegend als unlösliche Proteinaggregate (inclusion bodies) im unlöslichen Teil des 
Rohextraktes (Pelletfraktion) produziert. Mit Ausnahme von Amo45, Amo59 und Amo63, die 
als Proteinbanden geringer Intensität in den löslichen Fraktionen der Rohextrakte im 
Vergleich zu den nicht-induzierten Rohextrakten zu erkennen waren, wurden keine 
sichtbaren Proteinbanden mit der erwarteten Größe in den löslichen Rohextraktfraktionen 
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der anderen exprimierten Glycosid-Hydrolase-Gene festgestellt. Lösliche Fraktionen der 
Rohextrakte wurden in Enzymtests eingesetzt. Die α-Amylaseaktivität von Amo42, Amo43, 
Amo44 und Amo45 wurde mit dem synthetischen Substrat 2-Chloro-4-Nitrophenyl-α-D-
Maltotrioside (CNP-G3) getestet. Die Aktivität der branching enzymes Amo59 und Amo63 
wurde mit dem Substrat Amylose ermittelt. Die Bestimmung der Chitinaseaktivität von ChiA 
erfolgte mit Hilfe des Substrats p-Nitrophenyl N,N´-diacetyl-β-D-Chitobiosid (pNP-Chito). Die 
nächsten Verwandten aller untersuchten Proteine, die im Protein-Blast die höchste Identität 
aufwiesen, stammen aus thermophilen Organisem (Tab. 22). Es wurde daher angenommen, 
dass die untersuchten amylolytischen Proteine thermophile Eigenschaften aufweisen und 
ihre maximale Aktivität im Bereich höherer Temperatur liegt. Die gemessenen 
Enzymaktivitäten bzw. deren Temperaturoptimum in den löslichen Rohextraktfraktionen von 
Amo45, Amo59 und Amo63 (Tab. 23) unterstützen diese Annahme. Aus diesem Grund 
wurden Enzymtests für die α-Amylasen Amo42, Amo43, Amo44 und Amo45 bei 85°C und für 
die branching enzymes Amo59 und Amo63 jeweils bei 80°C und 60°C durchgeführt. Für die 
Chitinase ChiA wurde die maximale  Aktivität bei 50°C ermittelt. 
Aktivitätsmessungen der α-Amylasen für das synthetische Substrat CNP-G3 ergaben in den 
löslichen Fraktionen der induzierten und nicht-induzierten Rohextrakte der exprimierten His6-
amo42, -amo43 und -amo44-Gene eine spezifische Aktivität von jeweils ca. 12 mU mg-1 bei 
85°C. Diese Aktivitäten wurden als Hintergrundaktivitäten der E. coli-Extrakte betrachtet, da 
sie sowohl in induzierten als auch in nicht-induzierten Rohextrakten gemessen wurden. Eine 
SDS-PAGE Analyse zeigte keinerlei induzierte Proteinbande im Bereich des erwarteten 
Molekulargewichts der eventuell produzierten α-Amylasen (Abb. 7). Im Fall des exprimierten 
His6-amo45-Gens wies die induzierte Kultur in der löslichen Rohextraktfraktion eine höhere 
α-Amylase Aktivität (25 mU mg-1) als die nicht-induzierte Kultur (12 mU mg-1) auf. In der 
SDS-PAGE Analyse der löslichen Rohextraktfraktionen für E. coli/pLEI45.1 konnte im Fall 
der induzierten Probe eine Proteinbande von geringer Intensität bei ca. 79 kDa detektiert 
werden. Hiermit kann angenommen werden, dass His6-Amo45 in geringen Mengen löslich 
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produziert wurde. Ein Aktivitätstest mit Stärke, das ein natürliches Substrat für α-Amylase 
darstellt, zeigte im Fall des induzierten Rohextraktes mit His6-Amo45 keinen Umsatz. 
Die Aktivität der branching enzymes Amo59 und Amo63 wurden in den löslichen 
Rohextraktfraktionen von E. coli/pLEI59 (His6-Amo59) bzw. E. coli /pJOE7315.24 (His6-
Amo63) gegenüber dem Substrat Amylose bestimmt. His6-Amo59 und His6-Amo63 zeigten 
ausschließlich in den induzierten Rohextrakten jeweils eine sehr geringe branching enzyme-
Aktivität bei 85°C und 50°C. Während der SDS-PAGE Analyse konnte für beide branching 
enzymes eine Proteinbande der erwarteten Größe von ca. 74 kDa mit geringer Intensität in 
den induzierten Rohextrakten detektiert werden. Somit kann angenommen werden, dass 
His6-amo59 und His6-amo63 in geringen Mengen löslich in E. coli exprimiert worden sind. 
Für die Chitinase His6-ChiA in E. coli/pHWG941.7 wurde ebenfalls eine sehr geringe 
Enzymaktivität (4 mU mg-1) in der löslichen Fraktion des induzierten Rohextraktes gegenüber 
dem Substrat pNP-Chito bei 50°C ermittelt, wohingegen im nicht-induzierten Rohextrakt nur 
ca. 1 mU mg-1 gemessen wurde.  
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4.1.2 Coexpression von in E. coli seltener tRNA 
Eine Analyse der in der Arbeit untersuchten GH-Gene, mit Ausnahme von chiA, zeigte eine 
überdurchschnittliche Codon-Präferenz für AGA / AGG, AUA und CUA, die in E. coli als 
seltene Codons für Arg, Ile und Leu betrachtet werden. Sie machten in den Genen amo42, 
amo43, amo44, amo45, amo59 und amo63 nahezu über 1 % aus, bezogen auf die 
gesamten Codons im Gen (Tab. 24). Um die Codon-Präferenz der untersuchten Gene 
während ihrer Expression in E. coli zu kompensieren, wurden dem verwendeten E. coli 
zusätzlich die Gene für die seltenen tRNAs zur Verfügung gestellt. Dies geschah durch 
Einbringen der tRNA-Gene argU (AGA), argW (AGG) bzw. eine Kombination beider Gene in 
den verwendeten Expressionsvektoren. Desweiteren wurde untersucht, inwieweit käufliche 
Helferplasmide, die für seltene tRNAs kodieren, hier hilfreich sind. 
Tab. 24: Codon-Usage der untersuchten GH-Gene 
Gene Codon-Usage in %* (Anzahl) 
AGA  
(argU)  
AGG  
(argW) 
AUA  
(ileY) 
CUA  
(leuW) 
amo42 1,08 (5) 4,73 (22) 1,51 (7) 1,08 (5) 
amo43 2,74 (14) 3,13 (16) 2,35 (12) 1,57 (8) 
amo44 1,00 (4) 1,25 (5) 2,25 (9) 1,25 (5) 
amo45 1,78 (12) 2,68 (18) 3,42 (23) 0,45 (3) 
amo59 2,08 (13) 1,60 (10) 2,56 (16) 0,85 (5) 
amo63 3,17 (20) 0,32 (2) 3,49 (22) 0,95 (6) 
amo85 (chiA) 0,28 (1) 0 (0) 0,28 (1) 0 (0) 
E. coli** 0,25 0,14 0,41 0,32 
* Der Anteil der seltenen Codons bezieht sich auf alle Codons innerhalb des GH-Gens. 
** Im Falle von E. coli bezieht sich der Anteil der seltenen Codons auf die gesamten Codons der 
Genom-DNA von E. coli. (Imamura et al. 1999) (Wada et al. 1992) 
 
4.1.2.1 Konstruktion von Expressionsvektoren, die zusätzliche Gene für tRNAargU 
und tRNAargW tragen 
Als Grundvektor wurde der L-Rhamnose-induzierbare Expressionsvektor pJOE5751.1 
verwendet, in den die Gene für seltene tRNAs eingefügt wurden. Das argU-Gen wurde mit 
eigenem Promotor (600 bp) (Garcia et al. 1986; Saxena und Walker 1992) mit den 
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Oligonukleotiden s8189 (MluI) / s8190 (BglII; MluI) (Tab. 5) aus genomischer DNA von E. coli 
JM109 mittels PCR amplifiziert. Das tRNA-Gen argW weist in E. coli in der 
„upstream“ Region des eigenen Promotors einen Sequenzabschnitt auf, der als „Upstream 
Activating Sequence“ (UAS) bezeichnet wird und dadurch die Promotoraktivität ca. um den 
Faktor 10 erhöht (Baumann 1991, 1996). Deshalb wurde das argW-Gen einschließlich des 
eigenen Promotors und der UAS-Sequenz mit einer Länge von 430 bp mit den 
Oligonukleotiden s8191 (MluI; BclI) / s8192 (MluI) aus genomischer DNA von E. coli JM109 
amplifiziert. Durch die verwendeten Oligonukleotide während der PCR-Amplifikation wurde 
den PCR-Fragmenten für argU bzw. argW an beiden Enden entweder Sequenzen für die 
Restriktionsschnittstellen MluI oder MluI mit BglII / BclI eingefügt, damit die jeweiligen 
Fragmente über MluI in pJOE5751.1 eingebracht werden konnten. Dadurch entstanden 
pLEI40.2 (argU) und pLEI41.8 (argW) (Abb. 8). Das Einfügen beider tRNA-Gene in 
Kombination gelang durch Ligation von argU und argW über die kompatiblen Enden von 
BglII und BclI. Dieses Fragment wurde anschließend über MluI in pJOE5751.1 eingefügt. 
Dadurch wurde der Vektor pLEI49.1 (argU + argW) erhalten.  
 
Abb. 8: Expressionsvektoren, die jeweils eine zusätzliche Kopie für tRNA-Gene enthalten: argU 
(pLEI40.2), argW (pLEI41.8) und argU + argW (pLEI49.1) 
 
4.1.2.2 Coexpression von tRNAargU und/oder tRNAargW und der GH-Gene 
Um die Wirkung der coexprimierten tRNAargU und/oder tRNAargW auf die Produktion der GH-
Proteine zu untersuchen, wurden zunächst zwei GH-Genrepräsentanten ausgesucht, die 
eine hohe Anzahl an Codons für seltene tRNAs tragen. Amo42 enthält 39 Argininreste, die 
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durch 22 AGG (4,73%), 5 AGA (1,08%) und weitere 12 in E. coli häufig vorkommenden 
Codons translatiert werden. Amo63 weist 22 Argininreste auf, von denen 20 durch das 
Codon AGA (3,17%) und 2 durch AGG (0,32%) abgelesen werden (Tab. 22). Die zwei Gene 
wurden jeweils aus den Plasmiden pLEI42.1 (His6-amo42) und pJOE7315.24 (His6-amo63) 
durch BamHI / BsrGI ausgeschnitten und durch Austausch gegen eGFP in die drei zuvor 
konstruierten Vektoren pLEI40.2 (argU), pLEI41.8 (argW) und pLEI49.1 (argU + argW) 
eingefügt. Kompetente Zellen von E. coli JM109 wurden mit den neuen Plasmiden 
transformiert und die Gene His6-amo42 und His6-amo63 unter Standardbedingungen für 
4,5 h bei 30°C durch Induktion mit 0,2 % L-Rhamnose exprimiert (siehe Material und 
Methoden). Die Produktion von Amo42 und Amo63 durch JM109/pLEI42.1 und 
JM109/pJOE7315.24, die die Gene ohne zusätzliche tRNA-Gene tragen, dienten als 
Kontrolle. Gleiche Mengen an Zellmasse (10 OD600) wurden geerntet, aufgeschlossen und 
die Proteinproduktion mithilfe von 10 % SDS-PAGE analysiert (Abb. 9). 
 
Abb. 9: SDS-PAGE Analyse zur Coexpression von tRNAargU und/oder tRNAargW mit His6-amo42 und 
His6-amo63 in E. coli JM109. Die Plasmide pLEI42.1 und pJOE7315.24 entsprechen jeweils dem His-
getaggten Amo42 und Amo63. Die Plasmide pLEI54.1 (His6-Amo42) und pLEI52.6 (His6-Amo63) 
tragen jeweils eine Kopie für das argU-Gen, wohingegen pLEI55.1 und pLEI53.12 das argW-Gen 
tragen. Die Plasmide pLEI56.1 und pLEI57.2 beinhalten sowohl argU als auch argW. E. coli JM109 
mit den entsprechenden Plasmiden wurden durch Zugabe von 0,2 % L-Rhamnose für 4,5 h bei 30°C 
induziert. Die induzierten (+) bzw. nicht-induzierten (-) Zellen wurden geerntet und aufgeschlossen. 
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Die Genprodukte in der löslichen (Ü) bzw. unlöslichen (P) Fraktion der Rohextrakte wurden mittels 
SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und analysiert. 
 
Mittels SDS-PAGE Analyse konnte gezeigt werden, dass His6-Amo42 (pLEI42.1) und His6-
Amo63 (pJOE7315.24) in JM109 ohne die zusätzlichen Kopien der tRNA-Gene argU und 
argW sehr gering sowohl im löslichen als auch unlöslichen Teil des Rohextraktes vorhanden 
sind (Abb. 9). Durch Coexpression von argW (AGG) bei der Expression des amo42-Gens bei 
dem Plasmid pLEI55.1 wurden größere Mengen an His6-Amo42 produziert. Die Expression 
von His6-amo63 mit pLEI53.12, das zusätzlich das argW-gen trägt, führte zu keiner 
Erhöhung der His6-Amo63 Produktion. Dagegen wurde bei Verwendung von pLEI52.6, das 
das zusätzliche argU-Gen für AGA-Codons trägt, die Produktion von His6-amo63 verbessert. 
Interessanterweise führten bei amo42 (pLEI54.1) die coexprimerten tRNAargU auch zu einer 
erhöhten Produktion von His6-Amo42 (siehe SDS-PAGE in Abb. 9). Diese Beobachtung, 
dass tRNAargU die Rolle von tRNAargW übernehmen kann, wurde bereits vorher beobachtet 
(Brinkmann et al. 1989; Wakagi et al. 1998). Liegen die Gene für tRNAargU und tRNAargW 
gemeinsam auf den Expressionsplasmiden für amo42 (pLEI56.1) bzw. amo63 (pLEI57.2), 
konnte für beide Proteine eine erhöhte Produktion festgestellt werden. Es muss jedoch 
angemerkt werden, dass eine erhöhte Produktion von His6-Amo42 bzw. -Amo63 nur in den 
unlöslichen Fraktionen der Rohextrakte nachgewiesen werden konnte. Somit erhöhte sich 
zwar die Proteinmenge, nicht aber dessen Löslichkeit. 
Im dritten untersuchten Gen amo45 ist der Anteil an seltenen Codons für Arginin ungefähr 
gleich: 12 AGG (1,8 %) und 18 AGA (2,7 %) Codons. Zur Klonierung des amo45-Gens in 
einen Expressionsvektor mit einer zusätzlichen Kopie für argU (pLEI40.2) oder argW 
(pLEI41.8), wurde das amo45-Gen aus pLEI45.1 (His6-Amo45) ausgeschnitten und in den 
jeweiligen Vektor eingefügt, wodurch pLEI50.1 (argU, amo45) und pLEI51.1 (argW, amo45) 
entstand. Das amo45-Gen wurde anschließend mithilfe der 3 Plasmide in E. coli JM109 
unter Standard-Induktionsbedingungen exprimiert und die Produktion von His-Amo45 
vergleichend durch SDS-PAGE Analyse bewertet. Aktivitätsmessungen wurden mit löslichen 
Rohextraktfraktionen durchgeführt (Abb. 10). 
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Abb. 10: SDS-PAGE Analyse zur Coexpression von tRNAargU oder tRNAargW mit His6-amo45. Die 
Zellen von E. coli JM109 jeweils mit pLEI45.1 (His6-amo45), pLEI50.1 (His6-amo45; argU) und 
pLEI51.1(His6-amo45; argW) wurden durch Zugabe von 0,2 % L-Rhamnose für 4,5 h bei 30°C 
induziert. Die lösliche (Ü) bzw. unlösliche (P) Rohextraktfraktion wurde auf SDS-PAGE (10 %) 
analysiert. 
 
Die zusätzlichen Kopien der tRNA-Gene führten auch bei amo45 zu einer erhöhten 
Produktion des Enzyms (Abb. 10). Wurden Rohextrakte der jeweiligen Expressionskultur 
einem Aktivitätstest für CNP-G3 unterzogen, wiesen alle induzierten löslichen 
Rohextraktfraktionen unabhängig vom verwendeten Plasmid eine Aktivität von ca. 25 mU 
mg-1 bei 85°C auf, während die nicht-induzierten Zellen eine Hintergrundaktivität von ca. 12 
mU mg-1 zeigten. Dies deutet darauf hin, dass die Coexpression von argU oder argW zwar 
die Proteinproduktion von Amo45 erhöht, dieses aber als fehlgefaltetes Proteinaggregat in 
der unlöslichen Fraktion der Rohextrakte zu finden ist. 
4.1.2.3 Coexpression von argU, ileY und leuW mit Hilfe des Helferplasmids 
pCodon+ 
Das Helferplasmid pCodon+, das aus dem kommerziellen Stamm E. coli BL21(DE3)-
CodonPlus®-RIL isoliert wurde, trägt Kopien der tRNA-Gene argU, ileY, und leuW. Dies sollte 
die Expression von Genen verbessern, die neben seltenen Codons für Arg auch seltene 
Codons für Ile und Leu aufweisen. Unter den sieben Genen zeigten amo42, amo43, amo44 
und amo45 außer für AGA / AGG (argU) einen besonders hohen Anteil für die seltenen 
Codons AUA (ileY) und CUA (leuW) (Tab. 22). Daher wurden die vier Gene mit Hilfe der 
jeweiligen Expressionsvektoren pLEI42.1 (His6-amo42), pLEI43.1 (His6-amo43), pLEI44.1 
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(His6-amo44) und pLEI45.1 (His6-amo45) zusammen mit dem Helferplasmid pCodon+ in E. 
coli JM109 exprimiert. pCodon+ ist ein Derivat von pACYC184 und ist daher ColE1-
kompatibel und somit mit dem pBR-Derivat des L-Rhamnose-induzierbaren Vektors in E. coli 
etablierbar. Die Transformation von E. coli JM109 mit dem Expressionsplasmid und den 
Helferplasmiden erfolgte in zwei Schritten: kompetente E. coli JM109 Zellen wurden 
zunächst mit pCodon+ transformiert und auf LB-Agarplatte mit Cm selektiert. Anschließend 
wurde JM109/pCodon+ kompetent gemacht und mit pLEI42.1 (amo42), pLEI43.1 (amo43), 
pLEI44.1 (amo44) oder pLEI45.1 (amo45) transformiert. Das Vorhandensein beider 
Plasmide wurde auf LB-Agarplatten mit Cm und Amp selektiert. Die Expression der GH-
Gene erfolgte unter Standardbedingungen mit 0,2 % Rhamnose. Zum Vergleich wurde die 
Expression der GH-Gene in JM109 ohne Helferplasmid pCodon+ betrachtet. Dazu wurden 
die jeweiligen E. coli Zellen nach dem Ernten aufgeschlossen und die Proteinproduktion 
mithilfe einer SDS-PAGE (10 %) analysiert (Abb. 11). 
 
Abb. 11: Coexpression von argU, ileY und leuW (pCodon+) jeweils mit His6-amo42 (pLEI42.1), His6-
amo43 (pLEI43.1), His6-amo44 (pLEI44.1) und His6-amo45 (pLEI45.1). Die Zellen von E. coli JM109 
mit entsprechendem Plasmid wurden für 6 h bei 30°C mit 0,2 % L-Rhamnose induziert. Die löslichen 
(Ü) bzw. unlöslichen (P) Fraktionen der Rohextrakte wurden durch SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und 
analysiert. 
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Wie aus Abb. 11 sichtbar, konnte die Produktion von His6-Amo42 in E. coli JM109 in 
Anwesenheit von pCodon+ deutlich erhöht werden. Allerdings zeigt sich diese 
Mehrproduktion nur als unlösliches Proteinaggregat. Die erhöhte Produktion von His6-
Amo42 könnte allerdings allein ein Effekt der zusätzlichen Kopie von tRNAargU auf dem 
Helferplasmid pCodon+ sein, da ähnliche Produktionsmengen erhalten wurden, wie bei der 
Verwendung von pLEI54.1, das das argU-Gen auf dem Expressionsplasmid trägt (siehe Abb. 
9; im vorherigen Kapitel gezeigt). Somit kann angenommen werden, dass die auf dem 
pCodon+ vorhandenen tRNA-Gene ileY und leuW keinen entscheidenen Beitrag zur 
Expressionsverbesserung von Amo42 haben, trotz vorhandener seltener Codons für Ile (7 
AUA) und Leu (5 CUA). Bei der Expression von His6-amo43 (30 AGA / AGG; 12 AUA und 8 
CUA-Codons) und His6-amo44 (9 AGA / AGG; 9 AUA und 5 CUA-Codons) in E. coli JM109 
in Anwesenheit von pCodon+ im Vergleich zu Zellen ohne Helferplasmid, wurden ähnliche 
Mengen an GHs gefunden (Abb. 11). In diesen Fällen hatte die Anwesenheit der 
zusätzlichen tRNAs keinen Einfluß auf die Expression, obwohl die tRNAs für seltene Codons 
für Arg, Ile und Leu zur Verfügung standen. Interessanterweise war neben der Proteinbande 
der entsprechenden Größe von His-Amo43 (59 kDa) eine relativ kleine Proteinbande mit 
höherer Intensität bei ca. 50 kDa in den Pelletfraktionen der induzierten Kultur sichtbar. Dies 
könnte sehr wahrscheinlich durch einen zusätzlichen, allerdings noch unbekannten Genstart 
verursacht worden sein. Andererseits könnte sie auch ein Degradationsprodukt von His-
Amo43 sein. Für eine genaue Erklärung wurde keine weitere Untersuchung durchgeführt, da 
dieses Phänomen bei der späteren Untersuchung, bei der Amo43 als MBP-Fusionsprotein 
produziert wurde, jedoch nicht mehr beobachtet wurde (Siehe Kapitel 4.1.3.2).  
Das Gen amo45 besitzt 30 AGA / AGG (4,5%) für Arg und 23 AUA (3,4%) für Ile. Die 
Expression von amo45 in E. coli JM109/pCodon+ mit Hilfe von pLEI45.1 führte zur erhöhten 
Produktion von unlöslichem His6-Amo45 im Vergleich zu dem pCodon+ freien E. coli Stamm 
(Abb. 11). Somit konnte durch Coexpression der tRNA-Gene argU, ileY und leuW eine 
ähnliche Produktionserhöhung erhalten werden, wie durch die Expression von amo45 mit 
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Hilfe des tRNA-Gens argU auf dem Expressionsplasmid (pLEI50.1; Abb. 10). Die 
Enzymaktivität von Amo45 für das Substrat CNP-G3 in der induzierten löslichen Fraktion der 
Rohextrakte (pLEI45.1 / pCodon+) betrug ca. 24 mU mg-1, ähnlich wie die im Falle von 
pLEI50.1. Dies zeigte, dass der Anteil an löslichem His6-Amo45 nicht durch zusätzlichen 
tRNAileY, tRNAleuW und tRNAargU erhöht werden konnte.  
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4.1.3 Verbesserung der Proteinlöslichkeit 
Die Coexpression von tRNA für seltene Codons führte zu einer Verbesserung der 
Expression der untersuchten α-Amylase-Gene, jedoch wurde das entsprechende 
Genprodukt vermehrt unlöslich produziert. Deshalb wurden weitere Strategien wie 
temperaturabhängige Expression, Fusion mit dem Maltose-Bindeproteinen (MBP) als 
Lösungsvermittler oder Coexpression von Chaperon-Genen untersucht, um die Produktion 
bzw. vor allem die Löslichkeit / Faltung der heterologen Proteine in E. coli zu verbessern. 
4.1.3.1 Temperaturabhängigkeit 
Den Einfluss der Temperatur auf die Genexpression wurde am Beispiel der Expression von 
His6-amo45 untersucht. Hierzu wurde die Expressionen von His6-amo45 mit Hilfe von E. coli 
JM109/pLEI45.1 durch Induktion mit 0,2 % L-Rhamnose und anschließende Kultivierung 
jeweils bei 30°C für 4,5 h, 25°C für 8 h und 20°C für 16 h durchgeführt. Anschließend wurden 
die Zellen aufgeschlossen und die Genprodukte mittels SDS-PAGE analysiert. Die 
spezifische Aktivität von His6-Amo45 in den löslichen Rohextraktfraktionen wurde ermittelt 
(Abb. 12). 
 
Abb. 12: Temperaturabhängige Expression von His6-am45 in E. coli JM109 jeweils bei 30°C (4,5 h), 
25°C (8 h) und 20°C (16 h). Die Genprodukte wurden mithilfe von 10% SDS-PAGE analysiert. Die 
Enzymaktivitätsuntersuchung erfolgte mit CNP-G3 bei 85°C. 
 
Wie in Abb. 12 gezeigt, konnte die Produktion von löslichem His6-Amo45 durch die 
herabgesetzte Temperatur von 25°C bzw. 20°C nicht erhöht werden. Die unveränderte 
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lösliche Produktion von His6-Amo45 zeigte sich auch im Aktivitätstest mit CNP-G3 als 
Substrat, da bei allen 3 Temperaturen jeweils nur eine Aktivität von ca. 20 mU mg-1 
gemessen wurden. 
4.1.3.2 MBP-Fusionsprotein zur Verbesserung der Löslichkeit 
Zur Verbesserung der Löslichkeit heterolog in E. coli produzierter Proteine werden häufig 
Fusionspartner wie das Maltose-Bindeprotein MBP zur Hilfe genommen (Pryor und Leiting 
1997; Kapust und Waugh 1999). Für die Konstruktion von MBP-Fusionsproteinen wurde das 
zu exprimierende Gen an das 3´-Ende des malE-Gens fusioniert. Ein Expressionsvektor auf 
dieser Basis stellt der L-Rhamnose-induzierbare pJOE6093.7 mit einer malE-eGFP-Fusion 
dar. Mit den Schnittstellen für BamHI an den malE-eGFP Übergang und BsrGI bzw. HindIII 
am Ende des eGFP-Gens konnte das eGFP-Gen einfach mit den GH-Genen ausgetauscht 
werden (Abb. 13). 
 
Abb. 13: Der L-Rhamnose-induzierbare Expressionsvektor für das MBP-eGFP Fusionsprotein. 
 
In den vorhergehenden Kapiteln konnte gezeigt werden, dass Amo42, 43 und 45 als 
unlösliche Proteinaggregate produziert werden. Zur Verbesserung der Löslichkeit wurden sie 
daher mit MBP fusioniert. Für die Konstruktion der Expressionsvektoren wurden die drei α-
Amylase-Gene amo42, amo43, und amo45 aus den zuvor konstruierten Vektoren pLEI42.1, 
43.1, 45.1, die für die jeweiligen His6-getaggten GHs kodieren, ausgeschnitten und jeweils in 
pJOE6093.7 durch Austausch des eGFP eingefügt. Daraus resultierten die Plasmide pLEI2.1 
für MBP-Amo42, pLEI3.3 für MBP-Amo43 und pLEI5.2 für MBP-Amo45. Diese wurden in 
E. coli JM109 bzw. E. coli JM109/pCodon+ eingebracht. Nach Induktion wurden die 
produzierten Genprodukte mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 14). Gleichzeitig wurden die 
Enzymaktivitäten der Rohextrakte gemessen. Zum Vergleich wurde die Expression der His6-
getaggten Gene in E. coli JM109 untersucht. 
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Abb. 14: Expressionsvergleich von His6-getaggten und malE-fusionierten amo42 (pLEI42.1; pLEI2.1), 
amo43 (pLEI43.1; pLEI3.3) und amo45 (pLEI45.1; pLEI5.2) in E. coli JM109. Die MBP-
Fusionsproteine wurden jeweils ohne und mit tRNA-Helferplasmid pCodon+ produziert. Die Zellen 
wurden für 6 h bei 30°C induziert. Mit Hilfe von 10% SDS-PAGE wurden die Genprodukte analysiert. 
 
Wie in Abb. 14 gezeigt, konnten die Proteinbanden entsprechender Größe der 
Fusionsproteine MBP-Amo42 und MBP-Amo43 in den induzierten löslichen Fraktionen der 
Rohextrakte mittels SDS-PAGE detektiert werden. Wurden solche Rohextrakte für 
Aktivitätsmessungen gegenüber dem Substrat CNP-G3 eingesetzt, konnte keine 
Enzymaktivität nachgewiesen werden. Im Fall von MBP-Amo42 war der Hauptanteil des 
produzierten MBP-Amo42 als unlösliches Proteinaggregat in der Pelletfraktion zu finden. 
Bei der Expression von amo45 als malE-Fusionsgen mit JM109IpLEI5.2 konnte sowohl in 
der löslichen als auch in der unlöslichen Fraktion des Rohextraktes eine prominente Bande 
des MBP-Amo45 Proteins detektiert werden (siehe Abb. 14). Die erhöhte lösliche Produktion 
von MBP-Amo45 konnte durch Aktivitätsmessungen bestätigt werden. Die spezifische 
Aktivität in Rohextrakten von MBP-Amo45 (40 mU mg-1) war ungefähr doppelt so hoch wie 
die von His6-Amo45 (ca. 20 mU mg-1). Interessanterweise wurde die Produktion von 
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löslichen MBP-Amo45 durch Coexpression von tRNA-Genen mit Hilfe des Plasmids 
pCodon+ laut SDS-PAGE Analyse augenscheinlich verbessert. Dies konnte jedoch nicht im 
Aktivitätstest bestätigt werden, da die spezifische Aktivität für CNP-G3 unverändert blieb.  
Zusammengefasst ist festzustellen: 1) der MBP-Fusionspartner verbesserte im Fall der drei 
α-Amylase-Gene sowohl die Produktion als auch die Löslichkeit der Proteine. Allerdings 
wurden die Fusionsproteine trotzdem zum großen Teil als inclusion bodies gebildet. 2) Die 
enzymatische Aktivität der löslichen Proteine, welche wiederum die korrekte Faltung der 
Proteine wiederspiegelt, war mit der Menge der löslichen Proteine nicht proportional 
gestiegen. 3) Die löslichen Genprodukte von malE-amo42 und -amo43 besaßen keine 
Aktivität für das Substrat CNP-G3. 
4.1.3.3 Einsatz des Stammes E. coli SoluBL21TM 
Der Stamm SoluBL21TM, ein aus E. coli BL21(DE3) gentechnisch veränderter Stamm, ist laut 
Hersteller geeignet, die Löslichkeit heterolog produzierter Proteine zu verbessern. So konnte 
gezeigt werden, dass bei der Expression von Genen, die im parentalen Stamm BL21 zu 
geringen Ausbeuten an löslichem Protein führte, durch Verwendung von SoluBL21 die 
Löslichkeit dieser Proteine in den meisten Fällen erhöht wurde (AMS Biotechnology, 
Abingdon, UK). Bei der Expression von amo45 als malE-amo45 in E. coli JM109 wurde das 
Fusionsprotein vor allem in der unlöslichen Fraktion der Rohextrakte gefunden (Abb. 14). Es 
wurde deshalb untersucht, ob durch Verwendung des Stammes SoluBL21 die Löslichkeit 
von MBP-Amo45 verbessert werden konnte. Zum Vergleich wurden die E. coli Stämme 
JM109, BL21(DE3) und BL21 StarTM(DE3) pLysS herangezogen. In letzteren sollte durch 
eine Mutation im Gen für RNaseE (rne131) die Stabilität der mRNA und damit wiederum die 
Proteinsynthese erhöht sein. Die vier Stämme wurden jeweils mit pLEI5.2 (malE-amo45) 
transformiert und die Genexpression für 5 h bei 30°C mit 0,2 % L-Rhamnose induziert. Nach 
Zellaufschluss wurde die Proteinproduktion in den Rohextrakten auf einem SDS-PAGE 
analysiert (Abb. 15). In dem löslichen Anteil der Rohextrakte wurde die Enzymaktivität 
ermittelt. 
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Abb. 15: Expression von malE-amo45 (pLEI5.2) jeweils in E. coli JM109, E. coli BL21(DE3), E. coli 
BL21 Star(DE3) pLysS und E. coli SoluBL21. Die Zellen wurden für 5 h bei 30°C induziert. Mit Hilfe 
von 10% SDS-PAGE wurden die Genprodukte in den Rohextrakten analysiert. Die Enzymaktivitäten 
[mU mg-1] in den Rohextrakten wurden mit dem Substrat CNP-G3 bei 85°C ermittelt. 
 
Das 118 kDa große MBP-Amo45 Protein wurde als lösliches Protein in allen vier Stämmen 
produziert. Nach visueller Betrachtung der Gele (Abb. 15) wurde im Stamm SoluBL21 mehr 
lösliches MBP-Amo45 Protein produziert als bei den anderen 3 Stämmen. Ein Enzymtest für 
α-Amylase mit CNP-G3 als Substrat unterstützte diese Beobachtung. Während die lösliche 
Fraktion des induzierten Rohextraktes von SoluBL21/pLEI5.2 eine spezifische Aktivität von 
ca. 85 mU mg-1 aufwies, zeigten die der induzierten Rohextrakte von JM109, BL21(DE3) bzw. 
BL21 Star(DE3) pLysS jeweils eine Aktivität von ca. 40 mU mg-1. Damit konnte gezeigt 
werden, dass unter Verwendung von E. coli SoluBL21 als Expressionsstamm die Löslichkeit 
bzw. Faltung von MBP-Amo45 erhöht wurde. Allerdings waren noch große Mengen 
unlöslicher Proteinaggregate im Rohextrakt von SoluBL21 detektierbar. Es wurde deshalb 
versucht, unter Zuhilfenahme von Chaperonen die Löslichkeit dieser aggregierten Proteine 
bzw. deren Faltung zu verbessern. 
4.1.3.4 Einsatz von Chaperonen 
Um die Faltung der Proteine bzw. die Synthese der aktiven Proteine zu begünstigen, wurden 
zwei Chaperon-Plasmide, pGro7 und pKJE7, als Helferplasmide verwendet und diese jeweils 
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mit dem Expressionsplasmid pLEI5.2 in E. coli coexprimiert. Die beiden Helferplasmide, die 
pACYC-Derivate darstellen und damit mit dem Expressionsplasmid in E. coli etablierbar sind, 
tragen jeweils die Gene für den GroEL/GroES-Komplex oder den Dnak/DnaJ/GrpE-Komplex, 
die unter Kontrolle von Para stehen. Während GroEL-ES die naszierenden Peptidketten bis 
zu einer Größe von ca. 60 kDa (Mayhew et al. 1996; Weissman et al. 1995) und sogar 82 
kDa (Chaudhuri et al. 2001) falten können, fördert Dnak-DnaJ-GrpE eher die Faltung der 
größeren Peptidketten. Die Coexpression von Chaperongenen und ihre Auswirkung auf die 
lösliche Proteinproduktion bzw. die Proteinfaltung wurden deshalb für His6-amo45 (pLEI45.1; 
78 kDa) in Kombination mit pGro7, malE-amo45 (pLEI5.2; 118 kDa) mit pKJE7 und malE-
chiA (pHWG940.20; 82 kDa) zusammen mit pGro7 in E. coli SoluBL21 untersucht.  
Coexpression von Chaperon- und Fusionsgenen 
E. coli SoluBL21 wurde zunächst jeweils mit pKJE7 und pGro7 transformiert. Kompetente 
Zellen dieser Stämme wurden anschließend mit den Expressionvektoren für malE-amo45 
(pLEI5.2) oder malE-chiA (pHWG940.20) transformiert. Die Selektion der Transformanten 
erfolgte auf LB-Agarplatten mit Amp und Cm. Die Induktion der entsprechenden Gene des 
Expressionsvektors und Helferplasmids fand zum gleichen Zeitpunkt jeweils mit 0,2 % L-
Rhamnose und 0,05 % L-Arabinose statt. Zum Vergleich wurden die Fusionsgene auch ohne 
Coexpression von Chaperongenen in E. coli SoluBL21 exprimiert. Nach einer Kultivierung für 
5 h bei 30°C wurden die Zellen geerntet und aufgeschlossen. Die Genprodukte wurden 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und analysiert (Abb. 16). Die Untersuchung für die jeweilige 
α-Amylase- und Chitinaseaktivität erfolgte mit den Rohextrakten und dem Substrat CNP-G3 
für die α-Amylase Amo45 bei 85°C und mit pNP-Chito für die Chitinase ChiA bei 50°C. 
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Abb. 16: Expression von malE-amo45 (pLEI5.2) und malE-chiA (pHWG940.20) jeweils zusammen mit 
den Chaperongenen für Dnak/DnaJ/GrpE (pKJE7) und für GroEL-ES (pGro7) in E. coli SoluBL21. Die 
Zellen wurden für 5 h bei 30°C zum gleichen Zeitpunkt mit 0,2 % L-Rhamnose und 0,05 % L-
Arabinose induziert. Zum Vergleich wurden die Fusionsgene auch ohne Coexpression von 
Chaperongenen exprimiert. Die Genprodukte wurden durch 10 % SDS-PAGE analysiert. Die α-
Amylase-Aktivität von MBP-Amo45 und die Chitinaseaktivität von MBP-ChiA wurden mit dem 
jeweiligen Substrat CNP-G3 (bei 85°C) und pNP-Chito (bei 50°C) gemessen. 
 
Wie in Abb. 16 durch SDS-PAGE Analyse gezeigt, führte eine Coexpression von den 
Chaperongenen dnak/dnaJ/grpE und malE-amo45 in SoluBL21 zu einer Erhöhung des 
löslichen Anteils an Enzym. Diese Beobachtung wurde durch die Aktivitätsuntersuchung 
unterstützt. Die spezifische Aktivität des löslichen α-Amylase Fusionsproteins MBP-Amo45 
stieg von ca. 90 mU mg-1 (ohne pKJE7) auf ca. 110 mU mg-1 (mit pKJE7). Diese 
Aktivitätszunahme von ca. 20 % spiegelt jedoch nicht den erhöhten Anteil der löslich 
produzierten α-Amylase wieder, deren Produktion laut SDS-PAGE Analyse deutlich höher 
war. Es kann daher vermutet werden, dass ein Teil des produzierten MBP-Amo45-Proteins 
fehlgefaltet aber löslich produziert wurde. Im Vergleich zu pKJE7 führte die Coexpression 
von pGro7, das für die Gene groEL-ES kodiert, zu keiner Verbesserung der 
Proteinproduktion bzw. der Proteinfaltung von löslichem MBP-Amo45. 
Im Falle von MBP-ChiA wies die Coexpression von groEL-ES mit pGro7 eine positive 
Wirkung auf die lösliche Proteinproduktion und die Proteinfaltung auf (Abb. 16). Chitinase-
Aktivitätsbestimmungen der induzierten Rohextrakte zeigten eine Zunahme der Aktivität von 
ca. 10 auf 30 mU mg-1. In diesem Fall war eine Erhöhung der Produktion von aktivem MBP-
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ChiA mit einer Aktivitätssteigerung um den Faktor 3 korreliert. Dagegen zeigte die 
Coexpression von dnak/dnaJ/grpE mit pKJE7 keine positive Wirkung auf die Bildung von 
löslichem und aktivem MBP-ChiA. 
Coexpression der Chaperongene mit His6-getaggtem Gen 
Das vorher verwendete Helferplasmid pGro7 unterstützt die Faltung vorwiegend nieder 
molekularer Proteine bis zu einem Molekulargewicht von ca. 80 kDa. Es wurde daher der 
Einfluß von coexprimierten groEL-ES-Genen bei der Faltung der nicht mit MBP getaggten α-
Amylase-Gene am Beispiel von amo45 untersucht. Hierzu wurden die Zellen von E. coli 
JM109 nacheinanderfolgend jeweils mit pGro7 und pLEI45.1 (His6-amo45) transformiert. Die 
Induktion der Expression der Chaperongene und des His6-amo45 Gens erfolgte auf zwei 
verschiedene Arten. Bei der gleichzeitigen Induktion wurden 0,2 % L-Rhamnose und 0,1 % 
L-Arabinose zum gleichen Zeitpunkt zugegeben und die induzierten Zellen anschließend für 
4,5 h bei 30°C kultiviert. Wohingegen bei der aufeinanderfolgenden Induktion zunächst 0,1 % 
L-Arabinose zugegeben wurde, damit GroEL-ES bereitgestellt werden konnten. Nach einer 
Inkubation von 3 h wurden die Zellen zentrifugiert, mit LB-Medium gewaschen und wieder in 
LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum resuspendiert. Nach Zugabe von 0,2 % L-
Rhamnose zur Induktion des His6-amo45 Gens wurden die Zellen für weitere 4,5 h bei 30°C 
kultiviert. Zum Vergleich wurde His6-amo45 auch ohne Coexpression von pGro7 in JM109 
exprimiert. Die Vorgehensweise der Induktion des His6-amo45 Gens wurde analog der 
vorher beschriebenen Coexpression durchgeführt. Die Produktion von His6-Amo45 wurde 
mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 17) und die α-Amylase-Aktivität in den Rohextrakten 
bestimmt. 
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Abb. 17: Expression von His6-amo45 (pLEI45.1) mit und ohne Coexpression von groEL-ES (pGro7) 
in E. coli JM109. Für die gleichzeitige Induktion (A+R) wurden 0,2 % L-Rhamnose (R) und 0,1 % L-
Arabinose (A) gleichzeitig zu den Zellen zugegeben. Nach der Inkubation für 4,5 h bei 30°C wurden 
die Zellen geerntet. Für die aufeinanderfolgende Induktion (A/R) wurde zunächst 0,1 % L-Arabinose 
(A) zugegeben. Nach einer Inkubation von 3 h wurden die Zellen zentrifugiert, gewaschen und in 
demselben Medium resuspendiert. Anschließend wurde 0,2 % L-Rhamnose (R) zugegeben und für 
weitere 4,5 h bei 30°C kultiviert. Zum Vergleich wurden His6-amo45 (JM109/pLEI45.1) in Abwesenheit 
von pGro7 exprimiert. Die Genprodukte wurden mithilfe von 10 % SDS-PAGE analysiert. Die Aktivität 
[mU mg-1] der Enzyme in den Rohextrakten wurde mit dem Substrat CNP-G3 bei 85°C ermittelt. 
 
Der Aktivitätsuntersuchung der induzierten Rohextrakte zufolge wurde die Produktion von 
löslichem His6-Amo45 Protein durch Coexpression von groEL-ES kaum verbessert, wenn 
beide zur gleichen Zeit (A+R) induziert wurden. So führte die Produktion von His6-Amo45 mit 
Hilfe von JM109/pLEI45.1 zu einer α-Amylase Aktivität von ca. 30 mU mg-1, während unter 
Verwendung von JM109/pLEI45.1/pGro7 bei gleichzeitiger Induktion eine ähnliche Aktivität 
erhalten werden konnte. Allerdings verdoppelte sich die spezifische Aktivität der α-Amylase 
in den löslichen Rohextraktfraktionen von ca. 30 auf 60 mU mg-1, wenn die Expression von 
groEL-ES vor der von His6-amo45 induziert wurde (A/R). Offensichtlich konnte eine vorher 
vorhandene Menge an GroEL-ES in den Zellen die Faltung von His6-Amo45 begünstigen. 
Eine prominente Proteinbande mit einer Größe von ca. 60 kDa auf dem SDS-PAGE-Gel 
entspricht dem GroEL-Protein. Dies deutet darauf hin, dass GroEL in großen Mengen 
produziert wurde und dadurch möglicherweise die Kapazität zur Produktion von His6-Amo45 
limitiert wurde.  
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4.1.3.5 Verbesserung der Proteinfaltung durch eine Fusion mit einer 
chaperonabhängigen Peptidsequenz 
Die Produktion, die Löslichkeit und zum Teil die Aktivität der ausgewählten Proteine wurden 
durch Einsatz der verschiedenen Strategien wie die MBP-Fusion, Anwendung des Stamms 
E.coli SoluBL21 und der Coexpression von Chaperongenen verbessert. Eine weitere 
Optimierung der Expression wäre die Förderung der korrekten Faltung der naszierenden 
Proteine. So wurde in der Literatur berichtet, dass die mobile loop region von GroES die 
Interaktion von GroEL mit dem naszierenden Protein begünstigt, wenn dieser mobile loop als 
Peptid N-terminal an das Protein angehängt ist (Donnelly et al. 2001). Mit diesem Hinweis 
wurden drei chaperonabhängige Peptidsequenzen (siehe Tab. 25), die durch ihre 
Wechselwirkung mit Chaperonen die Proteinfaltung potentiell fördern könnten, ausgesucht 
und eine N-terminale Fusion mit dem Zielgen durchgeführt. 
Tab. 25: Chaperonabhängige Peptidsequenzen 
Peptid P1 (mobile loop) P2 P3 P4 
Peptid-Seq. EVETKSAGGIVLTGSAAA GWLYEIS NRLLLTG VDKGSYLPRPT 
Nukleotid- 
Seq 
GAA GTT GAA ACC AAA 
TCT GCT GGT GGT ATC 
GTT CTG ACC GGT TCT 
GCT GCT GCG 
GGC TGG CTG 
TAT GAA ATT 
AGC 
AAC CGC CTG 
CTG CTG ACC 
GGC 
GTG GAT AAA 
GGC AGC TAT 
CTG CCG CGC 
CCG ACC 
Herkunft mobile loop region von 
GroES 
Phage peptide library synthetischer 
Peptidligand 
Pyrrhocoricin-Derivat 
Target GroES-Bindestelle von 
GroEL 
Substrat-Bindestelle 
von Hsp40 (DnaJ) 
Substrat-Bindestelle 
von Hsp70 (Dnak) 
Substrat-Bindestelle 
von Dnak 
Referenz (Donnelly et al. 2001) (Li et al. 2003) (Stevens et al. 2003; 
Liebscher et al. 2010) 
(Liebscher et al. 
2010) 
Anwendung Verbesserung der 
Proteinfaltung in vivo 
Analyse des Hsp40 
(Ydj1) von Hefe 
Strukturanalyse des 
DnaK in vitro 
Untersuchung des 
DnaK in vitro 
 
Das P1 entspricht der mobile loop region von GroES, die mit GroEL interagiert. Das P2 
stammt aus dem „Phage Peptide Library Screening“ (Li et al. 2003), welches als 
Peptidsubstrat an die Substratbindungsstelle von Ydj1 (Hsp40 aus Hefe) bindet. Das P3 ist 
ein synthetisches Peptid (Stevens et al. 2003; Liebscher et al. 2010; Gragerov et al. 1994), 
und funktioniert als Peptidligand für DnaK (Hsp70 aus E. coli). P4 als ein Derivat des 
antibakteriellen Peptids Pyrrhocoricin interagiert ebenfalls mit DnaK (Liebscher et al. 2010). 
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Konstruktion von Expressionsvektoren für amo45 mit fusionierten 
Nukleotidsequenzen für Peptide P1-4 
Für die Synthese der Sequenzen von P1, 2, 3 und 4 wurden die komplementären 
Oligonukleotiden-Paare s8481 / s8482, s8635 / s8636, s 8637 / s8638 und s8639 / s8640 
jeweils miteinander hybridisiert (siehe Tab. 17), und in pJOE5751.1 über die 
Restriktionsschnittstellen NdeI / BamHI vor dem eGFP-Gen eingebracht. Dadurch wurden 
die Expressionsvektoren pLEI88.1 (Abb. 18), pLEI94.1, pLEI95.3 und pLEI96.2 erhalten. Das 
amo45-Gen wurde über BamHI / HindIII duch den Austausch von eGFP jeweils in die 
Vektoren kloniert. Dadurch entstanden die Plasmide pLEI90.1 (P1-amo45), pLEI97.1 (P2-
amo45), pLEI99.1 (P3-amo45) und pLEI98.1 (P4-amo45). 
 
Abb. 18: Expressionsvektoren mit fusionierter chaperonabgängiger Peptidsequenz P1 (mobile loop) 
 
Vergleichende Expression von amo45 und Fusion mit verschiedenen 
chaperonabhängigen Peptidsequenzen 
Da die verwendeten Peptidsequenzen mit den entsprechenden Chaperonen interagieren 
sollten (Tab. 25), wurde das P1-amo45 Gen mit den Chaperongenen groEL-ES (pGro7) 
coexprimiert, während P2-, P3- und P4-amo45 mit den Chaperongenen dnak/dnaJ/grpE 
(pKJE7) coexprimiert wurden. Für die Coexpression wurden kompetente E. coli JM109, 
JM109/pGro7 oder JM109/pKJE7 jeweils mit den zuvor konstruierten Plasmiden 
transformiert (Tab. 26). Die Induktion der Expression der amo45-Derivate und der 
Chaperongene erfolgte durch gleichzeitige Zugabe von 0,2 % L-Rhamnose und 0,05 % L-
Arabinose. Als Kontrolle wurde die Expression von His6-amo45 ohne Peptidfusion parallel 
untersucht. Die Zellen wurden nach einer Inkubation von 4,5 h bei 30°C geerntet und 
aufgeschlossen. Um die Produktion des löslichen / aktiven Amo45-Proteins zu quantifizieren, 
wurde die α-Amylase-Aktivität in den Rohextrakten ermittelt (Abb. 19). 
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Tab. 26: Die Plasmide bzw. Stämme für die Expression von His6-amo45 und den mit den Peptiden 
P1-4 fusionierten amo45-Derivate 
Peptidsequenz/Tag Konstrukt Stämmen 
His6 
His6-Amo45 JM109/pLEI45.1 
His6-Amo45; GroEL-ES JM109/pLEI45.1 / pGro7 
P1 
P1-Amo45 JM109/pLEI90.1 
P1-Amo45; GroEL-ES JM109/pLEI90.1 / pGro7 
P2 
P2-Amo45 JM109/pLEI97.1 
P2-Amo45; Dnak/DnaJ/GrpE JM109/pLEI97.1 / pKJE7 
P3 
P3-Amo45 JM109/pLEI99.1 
P3-Amo45; Dnak/DnaJ/GrpE JM109/pLEI99.1 / pKJE7 
P4 
P4-Amo45 JM109/pLEI98.1 
P4-Amo45; Dnak/DnaJ/GrpE JM109/pLEI98.1 / pKJE7 
 
 
Abb. 19: Untersuchung der Expression von His6-amo45 und den mit den Peptiden P1-4 fusionierten 
amo45-Derivate mit und ohne Coexpression von Chaperongenen. Die Expression von amo45 und 
Chaperongenen wurde zur gleichen Zeit induziert. Die Zellen wurden bei 30 °C für 4,5 h kultiviert und 
aufgeschlossen. Von den Rohextrakten wurde die spezifische α-Amylase-Aktiviät bei 85°C ermittelt. 
 
Wie in Abb. 19 zu erkennen ist, verbesserten die Peptidsequenzen P1 und P4 im Gegensatz 
zu P2 und P3 die Produktion des aktiven Amo45-Proteins. Letztere wiesen ähnliche 
Aktivitäten (ca. 25 mU mg-1) im Rohextrakt auf, als das mit Hilfe von pLEI45.1 produzierte 
His6-Amo45. Eine Fusion von amo45 mit der Peptidsequenz P1 ergab mit ca. 70 mU mg-1 
die höchste α-Amylase-Aktivität, gefolgt von dem Fusionsprotein mit P4, von dem ca. 
50 mU mg-1 gemessen werden konnten. Aus diesem Grund wurde die P1-amo45 Fusion für 
eine weitere Expressionsoptimierung in E. coli herangezogen.  
Die Anwesenheit der entsprechenden Interaktionspartner GroEL-ES oder Dnak/J/GrpE bei 
der Expression der Peptidfusionsgene für amo45 verbesserte die Menge an produziertem 
Amo45 nicht. Aktivitätsmessungen von Rohextrakten von JM109/pLEI90.1 (P1-Amo45) in 
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Gegenwart von GroEL-ES wiesen geringe spezifische Aktivitäten auf. Dies lag sehr 
wahrscheinlich daran, dass die Expression von P1-amo45 in Konkurrenz mit der von groEL-
ES stand, wenn sie zur gleichen Zeit induziert wurden. Um dieses Phänomen zu umgehen, 
wurden in der folgenden Untersuchung die Induktion der amo45-Peptidfusionsgene und 
Chaperongene zu unterschiedlichen Zeitpukten durchgeführt. Hierbei wurde als erstes die 
Induktion der Chaperongene eingeleitet, so dass diese für die anschließende Induktion von 
amo45 bereits zur Verfügung standen. 
Für die aufeinanderfolgende Induktion, wurde E. coli JM109/pLEI90.1/pGro7 zunächst mit 
0,1 % L-Arabinose induziert. Nach einer Kultivierung von 3 h wurden die Zellen gewaschen 
und in demselben Medium resuspendiert. Anschließend wurde 0,2 % L-Rhamnose für die 
Induktion von P1-amo45 zugegeben. Nach einer weiteren Kultivierung von 4,5 h wurden die 
Zellen geerntet. Um die Ergebnisse untereinander vergleichen zu können, wurde die 
aufeinanderfolgende Induktion für E. coli JM109/pLEI90.1 (P1-amo45; ohne 
Chaperonplasmid) beibehalten. Nach Zellernte und Aufschluß wurden die produzierten 
Proteine mittels SDS-PAGE analysiert und Rohextrakte für eine Aktivitätsmessung 
verwendet (Abb. 20). 
 
 
Abb. 20: Expression von P1-amo45 (pLEI90.1) mit und ohne Coexpression von groEL-ES (pGro7) in 
E. coli JM109. Für die gleichzeitige Induktion (A+R) wurden 0,2 % L-Rhamnose (R) und 0,1 % L-
Arabinose (A) gleichzeitig zu den Zellen zugegeben. Nach der Inkubation für 4,5 h bei 30°C wurden 
die Zellen geerntet. Für die aufeinanderfolgende Induktion (A/R) wurde zunächst 0,1 % L-Arabinose (A) 
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zugegeben. Nach einer Inkubation von 3 h wurden die Zellen zentrifugiert, gewaschen und in 
demselben Medium resuspendiert. Anschließend wurde 0,2 % L-Rhamnose (R) zugegeben und für 
weitere 4,5 h bei 30°C kultiviert. Zum Vergleich wurde P1-amo45 (JM109 pLEI90.1) in Abwesenheit 
von pGro7 exprimiert. Die Genprodukte wurden mittels 10 % SDS-PAGE analysiert. Die Aktivität 
[mU mg-1] der Rohextrakte wurde gegenüber dem Substrat CNP-G3 bei 85°C ermittelt. 
 
In der löslichen Fraktion des Rohextraktes der induzierten Kultur von JM109/pLEI90.1 
(P1-Amo45) konnte eine spezifische Enzymaktivität von ca. 80 mU mg-1 gemessen werden 
(Abb. 20). Die Produktion von His6-Amo45 mit Hilfe von JM109/pLEI45.1 (Abb. 17) unter 
gleichen Expressionsbedingungen lieferte hingegen nur eine Aktivität von ca. 30 mU mg-1. 
Somit förderte die Peptidsequenz P1 die Produktion bzw. korrekte Faltung von Amo45.  
Durch gleichzeitige Expression von P1-amo45 und groEL-ES in JM109/pLEI90.1/pGro7 
verringerte sich die α-Amylase-Aktivität des Genprodukts von P1-amo45 auf ca. 50 mU mg-1. 
Dies lag offensichtlich an der in Konkurrenz stehenden Expression der Chaperongene, da 
die Produktion von aktivem P1-Amo45 (JM109/pLEI90.1/pGro7) durch die 
aufeinanderfolgende Induktion wieder verbessert (ca. 80 mU mg-1) wurde. Allerdings übten 
die zusätzlichen Chaperonproteine GroEL-ES auch keinen positiven Effekt auf die 
Produktion von aktivem P1-Amo45 aus (Wang et al. 2013). 
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4.1.4 Bildung von Disulfidbrücken mittels Erv1p 
Die Sulfhydryloxidase Erv1p wurde eingesetzt, um z.B. aktive alkalische Phosphatase (PhoA) 
und Phytase im Cytosol von E. coli zu produzieren (Lee et al. 2000; Hatahet et al. 2010). 
Aktive PhoA weist zwei Disulfidbindungen auf, die für die Aktivität des Enzyms essentiell sind 
(Derman und Beckwith 1991). Da die α-Amylase Amo45 6 Cysteine aufweist, welche 
möglicherweise Disulfidbrücken ausbilden und die für die Aktivität des Enzyms wichtig sein 
könnten, wurde untersucht, ob eine Coexpression von erv1p-Gen die Aktivität von Amo45 
fördern kann. Für die Coexpression von erv1p wurden drei Plasmide konstruiert. Im ersten 
wurde das Gen für Erv1p in den Expressionsvektor pJOE5751.1 3´ zum Rhamnose-
Promotor und eGFP-Gen und im zweiten Plasmid 5´ zum eGFP-Gen integriert. In einem 
dritten Plasmid wurde das Gen in ein low-copy Plasmid pJOE4782.1 kloniert und dieses als 
Helferplasmid mit dem üblichen Expressionsvektor eingesetzt. Die Helferfunktion von Erv1p 
wurde zunächst bei der Expression des phoA-Gens geprüft. 
4.1.4.1 Bereitstellung der Gene für Ervp1 und PhoA 
Das Gen für Erv1p, das aus dem Chromosom VII von Saccharomyces cerevisiae s288c 
stammt, schließt ein 83 bp-Intron innerhalb der Substratbindungsdomäne ein. Außerdem 
besitzt das Gen eine große Anzahl an Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme, die 
eine Klonierung erschweren. Daher wurde das erv1p-Gen ohne Intron und mit stillen 
Mutationen (Anhang 1), die die ungewünschten Restriktionsschnittstellen beseitigen, sowie 
unter Berücksichtigung der Codon-Usage in E. coli synthetisch hergestellt (Synthese 
Genscript). Eine Shine-Dalgarno-Sequenz (AAGAAGGAGATATACTA) für die 
Ribosomenbindung und geeignete Schnittstellen für die Klonierung wurden mittels PCR mit 
den Oligonukleotiden s8976 / s8977 an beide Enden der synthetisierten cDNA angefügt. Das 
phoA-Gen wurde ohne Signalsequenz mit den Oligonukleotiden s8832 / s8833 aus der 
genomischen DNA von E. coli JM109 amplifiziert. 
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4.1.4.2 Konstruktion des Expressionsvektors bzw. des Helferplasmids mit erv1p 
Als Grundvektor wurde pJOE5751.1 verwendet, der zunächst für die Einfügung des erv1p-
Gens am 3´-Ende von eGFP vorbereitet werden musste, indem eine NheI-Schnittstelle 
zwischen HindIII und rrnB-Terminator eingefügt wurde. Die rrnB-Terminatorsequenz mit 
gewünschten Schnittstellen (s8858 / s8859) wurde mittels PCR amplifiziert und in 
pJOE5751.1 eingefügt, wobei pLEI111.1 entstand (Abb. 21). Das PCR-Fragment für ervp1 
wurde jeweils über XbaI (vor eGFP) oder über NheI (nach eGFP) in pLEI111.1 eingebracht. 
Dadurch wurden pLEI122.12 und pLEI123.33 als Ausgangsvektoren mit unterschiedlicher 
Anordnung von erv1p zu dem zu exprimierendem Gen konstruiert (Abb. 22). Zur 
Konstruktion des Helferplasmids auf pACYC-Basis wurde die synthetisierte cDNA für erv1p 
mit NdeI / HindIII behandelt und über dieselben Schnittstellen in pJOE4782.1 eingefügt. 
pJOE4782.1 ist ebenfalls ein L-Rhamnose-induzierender Vektor auf pACYC-Basis und ist 
z.B. mit pJOE5751.1 kompatibel einsetzbar. Daraus resultierte das Plasmid pLEI136.6 (Abb. 
22). 
 
Abb. 21: Konstruktion des Plasmids pLEI111.1 
 
Abb. 22: Ausgangsvektoren für die Coexpression von erv1p und GH-Gene in E. coli JM109. Bei den 
Plasmiden pLEI122.12 und pLEI123.33 wird das Zielgen zusammen mit dem erv1p-Gen als 
bicistronische mRNA transkribiert, bei pLEI136.6 getrennt vom erv1p-Gen. 
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4.1.4.3 Coexpression von erv1p und phoA 
Die drei konstruierten erv1p-haltigen Vektoren wurden zunächst für die Expression von phoA 
getestet. Hierzu wurde das amplifizierte phoA-Gen jeweils in pJOE5751.1, pLEI122.12 und 
pLEI123.33 kloniert. Die dadurch entstandenen Expressionsvektoren pLEI110.1, pLEI125.3 
und pLEI130.2 kodieren jeweils für PhoA, PhoA + Erv1p (bicistronisch angeordnet) und 
Erv1p + PhoA (bicistronisch, umgekehrt angeordnet). Mit diesen Plasmiden wurde E. coli 
JM109 transformiert. JM109/pLEI110.1 (PhoA) wurde anschließend mit dem Helferplasmid 
für Erv1p cotransformiert. Die E. coli Zellen wurden unter gleichen Bedingungen für 4,5 h bei 
30°C induziert, geerntet und aufgeschlossen. Die Genprodukte wurden mittels SDS-PAGE 
(13,5%) analysiert. Weiterhin wurde Aktivität der alkalischen Phosphatase im Rohextrakt 
ermittelt (Abb. 23). 
 
Abb. 23: Untersuchung der Ausbildung von Disulfidbrücken bei phoA durch Coexpression von erv1p 
im Cytosol von E. coli JM109. Die Expressionsvektoren pLEI110.1, pLEI125.3 und pLEI130.2 tragen 
jeweils die Gene: His6-phoA, His6-phoA und er1vp (bicistronisch angeordnet) bzw. er1vp und His6-
phoA (bicistronisch, umgekehrt angeordnet). Das Helferplasmid pLEI136.6 verfügt lediglich über das 
erv1p-Gen. Die Zellen wurden für 4,5 h bei 30°C mit 0,2 % L-Rhamnose induziert, geerntet und in 
Anwesenheit von N-Ethylmaleimid (0,1 M) aufgeschlossen. Die Genprodukte wurden mittels SDS-
PAGE (13,5%) analysiert. Die Aktivität der alkalischen Phosphatase wurde in Rohextrakten mit dem 
Substrat p-Nitrophenylphosphat bei 37°C ermittelt. 
 
Die Produktion von aktiven His6-PhoA in E. coli JM109 mit Hilfe von pLEI110.1 wurde bei 
der Coexpression von erv1p Helferplasmid pLEI136.6 um ca. das 9-fache (von ca. 40 auf 
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360 U mg-1) erhöht (Abb. 23). Die spezifische Aktivität von PhoA im Rohextrakt nahm sogar 
um das 12-fache (von ca. 40 auf 500 U mg-1) zu, wenn erv1p und His6-phoA 
nacheinanderfolgend unter gleichem Promotor im Expressionsvektor pLEI130.2 eingesetzt 
wurden. Diese Aktivitätssteigerungen korrelierten auch mit der erhöhten Produktion von 
PhoA in der löslichen Rohextraktfraktion, die die SDS-PAGE zeigte. Wurde das Plasmid 
pLEI125.3 (His6-phoA + erv1p) zur Expression von phoA verwendet, konnte keine sichtbare 
PhoA Proteinbande durch SDS-PAGE nachgewiesen werden. Aktivitätsmessungen von 
Rohextrakten zeigten mit ca. 15 U mg-1 nur eine geringe Aktivität. 
4.1.4.4 Expression von amo45 zusammen mit erv1p 
Für die Coexpression von erv1p schien das bicistronische Konstrukt (pLEI123.33; erv1p + 
Zielgen) besser geeignet zu sein als das Konstrukt mit Helferplasmid (pLEI136.6; erv1p). Für 
die Expression von amo45 wurde deshalb das amo45-Gen in den Vektor pLEI123.33 kloniert 
und zusammen mit erv1p exprimiert. Eine Aktivitätsbestimmung von Amo45 in Rohextrakten 
dieser Kulturen zeigte keine Erhöhung der spezifischen Aktivität im Vergleich zur Expression 
ohne erv1p (Daten nicht gezeigt). Es kann daher angenommen werden, dass amo45 zwar 6 
Cysteine besitzt, diese jedoch keine Disulfidbrücken ausbilden. 
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4.1.5 Zusammenfassung der Untersuchungen zur Expressionsoptimierung von 
GH-Genen in E. coli 
In den letzten Kapiteln wurde gezeigt, dass die Expression von GH-Genen durch 
Coexpression von zusätzlichen Kopien für seltene tRNAs erhöht werden konnte. Die lösliche 
Produktion der GH-Genprodukte konnte durch Fusion mit MBP, und der Anwendung des 
Stammes SoluBL21 verbessert werden. Eine korrekte Faltung der exprimierten Genprodukte 
konnte auch durch Coexpression von Chaperongenen verbessert werden. Eine 
Zusammenfassung der verwendeten Strategien ist am Beispiel des zu exprimierten Gens 
amo45 und chiA in Abb. 24 dargestellt. Die beiden Gene wurden jeweils ohne/mit His6- oder 
MBP-Tag in den Stämmen: E. coli JM109, BL21 (DE3), BL21 Star(DE3) pLys oder SoluBL21 
in Kombination mit den Helferplasmiden: pCodon+, pGro7 oder pKJE7 exprimiert (Tab. 27). 
Die Zellen wurden unter gleichen Bedingungen für 5 h bei 30°C induziert, geerntet und 
aufgeschlossen. Die Genprodukte wurden durch SDS-PAGE analysiert und ihre 
Enzymaktivität in den Rohextrakten bestimmt (Abb. 24). 
Tab. 27: Die Plasmide bzw. Stämme für die Expression von amo45 und chiA jeweils ohne/mit His6- 
oder MBP-Tag. 
Amo45 ChiA 
Konstrukte Proteine Konstrukte Proteine 
JM109/pSH24 Amo45 JM109/pCED100 ChiA 
JM109/pHWG900.2 His6-Amo45 JM109/pHWG941.7 His6-ChiA 
JM109/pLEI5.2 MBP-Amo45 JM109/pHWG940.20 MBP-ChiA 
BL21(DE3)/pLEI5.2 MBP-Amo45 BL21(DE3)/pHWG940.20 MBP-ChiA 
BL21 Star(DE3)pLys/pLEI5.2 MBP-Amo45 BL21 Star(DE3)pLys/pHWG940.20 MBP-ChiA 
SoluBL21/pLEI5.2 MBP-Amo45 SoluBL21/pHWG940.20 MBP-CHiA 
SoluBL21/pLEI5.2/pCodon+ MBP-Amo45 SoluBL21/pHWG940.20/pCodon+ MBP-ChiA 
SoluBL21/pLEI5.2/pGro7 MBP-Amo45 / 
GroEL-ES 
SoluBL21/pHWG940.20/pGro7 MBP-ChiA / 
GroEL-ES 
SoluBL21/pLEI5.2/pKJE7 MBP-Amo45 / 
DnaK/J/GrpE 
SoluBL21/pHWG940.20/pKJE7 MBP-ChiA / 
DnaK/J/GrpE 
 
Ergebnisse 
98 
 
 
Abb. 24: Expression von amo45 und chiA jeweils ohne/mit His6- oder MBP-Tag in den Stämmen 
E.coli JM109, BL21, BL21 Star(DE3) pLys oder SoluBL21 in Kombination mit den Helferplasmiden 
pCodon+, pGro7 oder pKJE7. Die Zellen wurden mit 0,2 % L-Rhamnose oder 0,2 % L-Rhamnose und 
0,05 % L-Arabinose gleichzeitig induziert. Nach einer Inkubation von 5 h bei 30°C wurden die Zellen 
geerntet und aufgeschlossen. Die Genprodukte in den löslichen (Ü) bzw. unlöslichen (P) Fraktionen 
der Rohextrakte wurden mittels 10 % SDS-PAGE analysiert. Die Aktivitätsuntersuchung für Amo45 
oder ChiA erfolgte jeweils mit CNP-G3 (bei 85°C) oder pNP-Chito (bei 50°C). 
 
Eine Fusion mit MBP verbesserte die Produktion von löslichem MBP-Amo45 und MBP-ChiA 
deutlich. Die spezifischen Aktivitäten von MBP-Amo45 und MBP-ChiA, die in Rohextrakten 
der entsprechenden E. coli Kulturen gemessen wurden, waren circa doppelt so hoch wie die 
Aktivitäten, die mit den His6-getaggten Proteinen erhalten wurden. Die Steigerung der 
spezifischen Aktivität der beiden Enzyme entsprach jedoch nicht der sichtbaren Zunahme 
ihrer Löslichkeit. Eine mögliche Erklärung wäre, dass ein Teil der Proteine trotz Löslichkeit 
falsch gefaltet und damit inaktiv ist oder die Aktivität durch das MBP-Protein gehemmt ist. 
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Die E. coli Stämme BL21 Star(DE3) pLysS und auch BL21 produzierten gegenüber JM109 
augenscheinlich mehr lösliches MBP-Amo45 sowie MBP-ChiA Protein, allerdings konnte im 
Aktivitätstest keine deutlich erhöhte spezifische Aktivität gemessen werden. Dagegen führte 
die Verwendung des Stammes SoluBL21 sowohl zu erhöhter Löslichkeit von MBP-Amo45 
als auch zu höherer Aktivität. Hier nahm die spezifische Aktivität von MBP-Amo45 um ca. 
das Zweifache (von ca. 40 auf 80 mU mg-1) zu. 
Eine Coexpression von Chaperongenen unterstützte die höhere Produktion von aktiven 
Amo45 und ChiA. Bei der Helferfunktion von Chaperonen konnte eine Abhängigkeit ihrer 
Wirkung von der Proteingröße des zu produzierenden Zielproteins festgestellt werden. Der 
GroES/GroEL-Komplex (pGro7) förderte die Bildung von aktivem MBP-ChiA (82 kDa), hatte 
jedoch keinen Effekt bei der Produktion von dem größeren MBP-Amo45 mit einem 
Molekulargewicht von 118 kDa.  
Zusammengefasst ließ sich zeigen, dass die Fusion mit MBP, die Coexpression des 
entsprechenden Chaperon-Helferplasmids und die Verwendung des E. coli Stammes 
SoluBL21 zu einer deutlichen Steigerung der Expression und Produktion von aktivem Amo45 
und ChiA führten. 
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4.2 Reinigung der GH-Proteine 
Eine lösliche Form der sieben GH-Proteine konnte in den meisten Fällen durch Fusion mit 
MBP erhalten werden. Um eine biochemische Charakterisierung der ausgewählten GHs 
durchführen zu können, sollten diese als native Proteine bewertet werden. Deshalb sollte der 
MBP-Fusionspartner abgespalten und das erhaltene native GH-Protein durch Reinigung 
zugänglich gemacht werden. 
4.2.1 in vitro Spaltung der MBP-Fusionsproteine 
Um die Fusionsproteine proteolytisch spalten zu können, wurde zwischen dem malE-Gen 
und den Zielgenen noch die Sequenz von Smt3 eingefügt (z.B. MBP-Smt3-eGFP). Die 
Protease Ulp1 kann die Tertiärstruktur von Smt3 erkennen und dieses am C-terminalen 
Ende nach einem Gly-Gly-Motiv spalten. Damit wird das Fusionsprotein in zwei Bestandteile 
gespalten: MBP-Smt3 und Zielprotein. 
4.2.1.1 Herstellung von Ulp1-Protease 
Die für die Spaltung von MBP-Fusionsproteinen benötigte Ulp1-Protease wurde rekombinant 
in E. coli als MBP-Fusionsprotein hergestellt. Dabei standen zwei unterschiedliche 
Expressionsvektoren zur Verfügung. Das Plasmid pJOE4847.2 (Motejadded und 
Altenbuchner 2009) kodiert die Ulp1-Protease als His6-getaggtes MBP-Ulp1, dessen 
Reinigung durch Affinitätschromatographie mit Hilfe von Amylose-Resin (interagiert mit dem 
MBP-Anteil) bzw. über IMAC (interagiert mit dem His-Tag) möglich ist. Da der His6-Tag des 
MBP-Ulp1 für ein downstream processing von His-getaggtem Zielprotein stört, wurde ein 
Plasmid konstruiert, das für ein MBP-Ulp1 ohne His-Tag kodiert. Hierzu wurde malE-ulp1 
über NdeI und BsrGI aus dem Plasmid pJOE4821.1 entnommen und gegen eGFP in 
pJOE6642.1 ausgetauscht. In dem resultierenden Plasmid pLEI19.4 wird das enthaltene 
malE-ulp1 durch den L-Arabinose-Promotor kontrolliert. Die Zellen von E. coli JM109 wurden 
jeweils mit den Plasmiden pJOE4847.2 und pLEI19.4 transformiert. Die Expression von 
malE-His6-ulp1 bzw. malE-ulp1 wurde für 4 h bei 30°C mit L-Rhamnose induziert. Das 
Genprodukt MBP-His6-Ulp1 wurde über IMAC-Chromatographie (Talon-Säule) bzw. MBP-
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Ulp1 über Amylose-Resin aufgereinigt und mittels einer NAP10-Säule auf 
Kaliumphosphatpuffer (0,1 M; pH6,5) umgepuffert. Das Ulp1-Protease-Protein mit einer 
Konzentration von ca. 200 ng µl-1 wurde anschließend mit gleichem Volumen von 99,5 % 
Glycerin versetzt und bei -20°C gelagert. 
4.2.1.2 Konstruktion von Expressionsvektoren für malE-Fusionsgene mit smt3-
Sequenz und Tag-Sequenz 
Für die spätere Aufreinigung der Zielproteine wurden drei Ausgangsvektoren konstruiert, 
durch die den Zielproteinen nach der Ulp1-Spaltung ein His6- oder Strep-Tag am N- oder C-
Terminus verbleibt.  
 
Abb. 25: Konstruktion des Expressionsvektors pLEI20.1 für das Fusionsprotein MBP-Smt3-eGFP-
His6 
 
Hierzu wurde malE-smt3-eGFP aus pJOE4824.1 als NdeI / BsrGI DNA-Fragment 
entnommen und dieses in pJOE6087.3, der mit denselben Restriktionsenzymen 
vorbehandelt wurde, eingefügt (Abb. 25). Dadurch entstand pLEI18.1, das malE-smt3-eGFP-
His6 mit zwei BamHI-Schnittstellen trägt. Um die erste BamHI zwischen malE und smt3 zu 
deletieren, wurde smt3-eGFP aus pLEI18.1 mit den Oligonukleotiden s7722 / s7723 
amplifiziert, anschließend mit den Restriktionsenzyme AvaI / BsrGI behandelt und wieder in 
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pLEI18.1 über diese Schnittstellen eingebracht (Abb. 25). Das konstruierte pLEI20.1 (malE-
smt3-eGFP-His6) diente als Ausgangsvektor für die Klonierung der GH-Gene mit C-
terminalem His6-Tag als malE-Fusionsgen. Für die Konstruktion des Plasmids, das malE-
smt3-His6-eGFP trägt, wurden smt3 sowie eGFP jeweils mit s7722 / s7846 sowie s7844 / 
s7845 unter Verwendung von pLEI18.1 als Template amplifiziert und jeweils mit den 
Restriktionsenzymen AvaI / SfoI und SfoI / HindIII behandelt. Schließlich wurden sie wieder 
in pLEI18.1 über AvaI und HindIII eingefügt, wobei das Plasmid pLEI30.1 entstand (Abb. 26). 
Die Konstruktion des Plasmids pLEI31.1 für malE-smt3-Strep-eGFP erfolgte ähnlich wie die 
von pLEI30.1. Das smt3-Fragment wurde allerdings mit den Oligonukleotiden s7722 / s7858 
aus pLEI18.1 amplifiziert, um die Nukleotidsequenz für den Strep-Tag „WSHPQFEK“ C-
terminal einzufügen.  
 
Abb. 26: Konstruktion von zwei Expressionsvektoren für malE-Fusionsgene jeweils mit N-terminalen 
His- bzw. Strep-Tag. pLEI30.1 und pLEI31.1 stehen jeweils für die Fusionsproteine MBP-Smt3-His6-
eGFP und MBP-Smt3-Strep-eGFP. 
 
4.2.1.3 Konstruktion der Expressionsplasmide für MBP-Smt3-Fusionsproteine von 
Amo45, Amo59 und Amo63 und deren Ulp1-Spaltung 
Für die Konstruktion von malE-smt3-Fusionsgene für amo45, amo59 und amo63 wurden die 
drei Gene jeweils mit den Oligonukleotiden (Tab. 28) aus den Plasmiden pSH24, pSO203_A 
und pJOE7315.24 amplifiziert. Die PCR-Fragmente wurden mit den Restriktionsenzymen 
(Tab. 28) behandelt und in die zuvor konstruierten Ausgangsvektoren, die mit denselben 
Restriktionsenzymen vorbehandelt wurden, kloniert. 
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Tab. 28: Konstruktion der Expressionsplasmide zur Fusion von amo45, amo59 und amo63 mit malE-
smt3- und Taq-Sequenz 
Gen Oligos Schnittstelle Ausgangs-
vektor 
malE-Fusionsgene Plasmid 
amo45 
s7586/7772 SfoI/HindIII pLEI20.1 malE-smt3-amo45-His6 pLEI28.1 
s7586/7423 SfoI/HindIII pLEI31.1 malE-smt3-Strep-amo45 pLEI35.8 
amo59 s7859/7727 SfoI/BamHI pLEI30.1 malE-smt3-His6-amo59 pLEI32.1 
amo63 s7943/7944 SfoI/BsrGI pLEI20.1 malE-smt3-amo63-His6 pLEI37.1 
 
Die entstandenen Plasmide pLEI28.1, pLEI35.8, pLEI32.1 und pLEI37.1 wurden in E. coli 
JM109 oder SoluBL21 eingebracht, die zum Teil noch die Chaperonplasmide pGro7 oder 
pKJE7 trugen. Die Expression von malE-smt3-GH- und Chaperongenen erfolgte durch 
gleichzeitige Zugabe der Induktoren L-Rhamnose und L-Arabinose. Die Zellen wurden nach 
einer Kultivierung von 5 h bei 30 °C geerntet und aufgeschlossen. Die lösliche Fraktion der 
Rohextrakte wurde zur enzymatischen Spaltung mit Ulp1-Protease (gereinigtem MBP-Ulp1-
Protein) versetzt und bei 30 °C für 1,5 h inkubiert. Die Spaltprodukte ebenso wie die nicht-
behandelten Fusionsproteine wurden mittels SDS-PAGE und Enzymtest analysiert (Abb. 27).  
 
Abb. 27: Spaltung der MBP-Fusionsproteine für Amo45, Amo59 und Amo63 in vitro. Die malE-smt3-
Fusionsgene mit unterschiedlichem Tag für amo59 (malE-smt3-His6-amo59; pLEI32.1), amo45 (malE-
smt3-Strep-amo45; pLEI35.8) und amo63 (malE-smt3 -amo63-His6; pLEI35.8) wurden entweder mit 
groEL-ES (pGro7) oder dnaK/dnaJ/grpE (pKJE7) in E. coli JM109 oder SoluBL21 coexprimiert. Die 
Zellen wurden für 5 h bei 30°C induziert. Nach Zellaufschluß wurden die löslichen Fraktionen der 
Rohextrakte mit Ulp1-Protease für 1,5 h bei 30°C behandelt (+Ulp1). Die löslichen Proteinproben vor 
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und nach der Spaltung wurden mittels SDS-PAGE (10 %) und Enzymtest analysiert. Die α-Amylase-
Aktivität von Amo45 wurde mit CNP-G3 bei 85°C ermittelt. Die branching-Aktivität von Amo59 und 
Amo63 wurde mit dem Substrat Amylose mit Hilfe von Lugolscher Lösung jeweils bei 85°C und 60°C 
bestimmt. 
 
Die Smt3-Sequenz zwischen den Fusionspartnern wurde von der Ulp1-Protease erkannt und 
prozessiert. Damit wurden die Fusionsproteine in MBP-Smt3 mit einem Molekulargewicht 
von ca. 53 kDa und das Zielprotein gespalten. Wie in Abb. 27 gezeigt, erfolgte die Ulp1-
Spaltung nicht vollständig, da nach der Ulp1-Behandlung noch geringe Mengen an 
Fusionsprotein im SDS-PAGE sichtbar waren. Wird das Fusionsprotein MBP-Smt3-Strep-
Amo45 mit Hilfe von E. coli SoluBL21/pLEI35.8/pKJE7 produziert, konnte in Rohextrakten 
eine α-Amylase-Aktivität von ca. 65 mU mg-1 bestimmt werden. Nach der Behandlung des 
Rohextraktes mit Ulp1-Protease wurde eine leicht erhöhte Aktivität von ca. 90 mU mg-1 
gemessen. Amo59 und Amo63, die Enzyme mit branching-Aktivität darstellen, wiesen jedoch 
nach Behandlung der Rohextrakte mit Ulp1-Protease eine Aktivitätserhöhung um ca. das 4-
fache (jeweils von 2 auf 7 bzw. von 5 auf 23 U mg-1) auf. Möglicherweise wird hier durch 
MBP-Smt3 die Zugänglichkeit des Substrats Amylose zur Substrat-Bindetasche von Amo59 
und Amo63 behindert oder aber die Beweglichkeit der Enzyme durch Bindung von MBP an 
das Substrat Amylose eingeschränkt.  
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4.2.2 In vivo Spaltung der Fusionsproteine 
Um die Spaltung der Fusionsproteine durch Ulp1-Protease zu vereinfachen, wurde eine 
Strategie für eine in vivo Spaltung entwickelt, wobei das ulp1-Gen entweder in ein 
Helferplasmid kloniert oder in die genomische DNA von E. coli unter Kontrolle eines 
regulierbaren Promotors integriert wurde. Nach der Produktion der Fusionsproteine wurde 
die Expression von ulp1 induziert, damit die Prozessierung der Fusionsproteine durch Ulp1 
stattfinden konnte. 
4.2.2.1 Zwei separate Plasmide für die in vivo Spaltung der MBP-Smt3-
Fusionsproteine 
Zunächst wurde das Helferplasmid pLEI19.4 auf Basis von pACYC konstruiert, mit dem  
malE-ulp1 unter Kontrolle des Arabinose-Promotors ParaBAD exprimiert werden kann. Das 
Zielgen befindet sich dann in dem zweiten, L-Rhamnose-induzierbaren Expressionsvektor 
(z.B. malE-smt3-His6-eGFP; pLEI30.1). Die Induktion der Genexpression von malE-ulp1 und 
malE-smt3-His6-eGFP erfolgten zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Hierbei wurde als erstes 
die Expression des Fusionsgens von eGFP induziert, so dass das Fusionsprotein MBP-
Smt3-His6-eGFP bereits vor der Spaltung zur Verfügung steht. Die Expression von malE-
ulp1 wurde um 4 Stunden verzögert induziert. Mit Hilfe einer SDS-PAGE Analyse der 
Rohextrakte von JM109/pLEI30.1/pLEI19.4 wurde festgestellt, dass bereits ohne Induktion 
von malE-ulp1 keine Proteinbande der Größe des Fusionsproteins (MBP-Smt3-eGFP) 
vorhanden war. Es traten ausschließlich die Spaltpartner (MBP-Smt3 und eGFP) auf (Daten 
nicht gezeigt). Dies deutete darauf hin, dass die basale Aktivität des Para bereits eine geringe 
Expression von malE-ulp1 verursachte, welche ausreichte, um die synthetisierten 
Fusionsproteine komplett zu prozessieren. 
4.2.2.2 E. coli Stämme mit genomisch integriertem ulp1 für die in vivo Spaltung von 
MBP-Smt3-Fusionsproteinen 
Um den Basalspiegel der ulp1-Expression zu senken, wurde die Kopienzahl von ulp1 
verringert, indem ulp1 in das Chromosom von E. coli integriert wurde. Zur Kontrolle der 
Ergebnisse 
106 
Genexpression von ulp1 wurde hierbei der Lactose-Promotor Plac und alternativ der 
Arabinose-Promotor Para ohne Aktivatorgen araC verwendet. Die Genomintegration des 
Gens ulp1 in E. coli erfolgte mittels des in Material und Methoden beschriebenen CRIM 
Systems. 
4.2.2.3 Konstruktion der CRIM-Plasmide und Integration des ulp1 in die 
chromosomale DNA von E. coli 
Die Sequenz von ulp1 wurde mit den Oligonukleotiden S7841 / s7843 aus pLEI19.4 
amplifiziert, wobei die Restriktionsschnittstellen NdeI und BsrGI an den beiden Enden von 
ulp1 angehängt wurden. Die Promotoren Para bzw. Plac wurden jeweils mit den 
Oligonukleotiden s7839 / s7840 bzw. s8581 / s8582 aus pLEI19.4 bzw. pUC18 amplifiziert 
und trugen PstI und NdeI an beiden Enden. Über eine 3-Fragment-Ligation wurde der 
Promotor (PstI / NdeI) und das ulp1-Gen (NdeI / BsrGI) in das CRIM-Plasmid pAH162mod.1, 
welches mit PstI und BsrGI vorbehandelt war, eingebracht. Somit entstanden die CRIM-
Plasmide pLEI29.2 (Para -ulp1) und pLEI39.1 (Plac -ulp1). Die beiden Plasmide wurden 
jeweils in E. coli JM109 und SoluBL21 eingebracht, die zuvor mit CRIM-Helferplasmid 
pSS16.1 transformiert wurde. So entstanden die folgenden drei E. coli Stämme mit 
integriertem ulp1 unter Kontrolle von unterschiedlichen Promotoren (Tab. 29).  
Tab. 29: E. coli Stämme mit genomisch integriertem ulp1 unter Kontrolle von Para oder Plac 
Stämmen Genotyp Parentaler Stamm 
LW1 Para-ulp1 E. coli JM109 
LW7 Plac-ulp1 E. coli JM109 
LW11 Plac-ulp1 E. coli SoluBL21 
 
4.2.2.4 In vivo Spaltung des Fusionsproteins von Amo63 sowie Amo45 mit Hilfe 
von E. coli Stämmen mit integriertem ulp1-Gen 
In vivo Spaltung des Fusionsproteins von Amo63 
Die Spalteffizienz der vorher konstruierten E. coli Stämmen mit intergiertem ulp1-Gen wurde 
am Beispiel der Expression von amo63 als malE-smt3-amo63-His6 (pLEI37.1) untersucht. 
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Hierzu wurden die Stämme LW1, LW7 und LW11 mit pLEI37.1 transformiert. Die Expression 
des malE-smt3-Fusionsgens wurde zuerst mit 0,2 % L-Rhamnose für 4 h bei 30°C induziert. 
Anschließend wurde die ulp1-Expression mit 0,05 % L-Arabinose für LW1 oder mit 1 mM 
IPTG für LW7 und LW11 induziert. Nach einer Induktion von 45 min wurden die Zellen für 
eine SDS-PAGE Analyse geerntet (Abb. 28). 
 
Abb. 28: In vivo Spaltung des Fusionsproteins MBP-Smt3-Amo63-His6 (pLEI37.1) in LW1, LW7 und 
LW11. Die Induktion der Expression von malE-smt3-amo63-His6 erfolgte durch Zugabe von 0,2 % L-
Rhamnose (+R) für 4 h bei 30°C. Anschließend wurde die Expression von ulp1 entweder mit 0,05 % 
L-Arabinose (++A) oder mit 1 mM IPTG (++I) induziert. Die Zellen wurden für weitere 45 min inkubiert, 
geerntet und aufgeschlossen. Die Gen- und Spaltprodukte wurden mittels 10 % SDS-PAGE analysiert. 
 
Wie in Abb. 28 gezeigt, wurde das MBP-Smt3-Amo63-His6 Fusionsprotein mithilfe von 
pLEI37.1 in LW1 (Para -ulp1) und LW11 (Plac -ulp1) nach einer Kultivierung von 4 h in 
Rhamnose-induzierten Zellen löslich produziert. Allerdins ist in LW11/pLEI37.1 auch ohne 
IPTG-Zugabe das Fusionsprotein bereits teilweise prozessiert. Dies könnte durch die 
bekannte höhere Basalaktivität von Plac im Vergleich zu Para erklärt werden. Bei der 
Produktion von MBP-Smt3-Amo63-His6 mittels LW7/pLEI37.1 ist schließlich in der mit 
Rhamnose induzierten Kultur nur das gespaltene Produkt sichtbar. Das Fusionsprotein 
konnte nicht mehr detektiert werden (Abb. 28). Nach der Expression des malE-smt3-amo63-
His6 durch Zugabe von Rhamnose wurde die Expression von ulp1 bei Verwendung von LW1 
durch Arabinose eingeleitet. Wurden solche induzierten Kulturen nach weiterer 45-minütiger 
Kultivierung analysiert, konnten im SDS-PAGE die vollständig prozessierten Fusionspartner 
MBP-Smt3 und Amo63-His6 detektiert werden (Abb. 28). Während der Fusionspartner MBP-
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Smt3 fast komplett löslich blieb, befand sich der Hauptteil von Amo63-His6 in der unlöslichen 
Pelletfraktion. Im Falle von LW11 konnte das noch vorhandene löslich produzierte 
Fusionsprotein durch Ulp1 ebenfalls vollständig prozessiert werden, wobei auch hier Amo63-
His6 fast vollständig präzipitierte.  
In vivo Spaltung des Fusionsproteins von Amo45 
Im Vergleich zu den Stämmen LW7 und LW11 zeigte der Stamm LW1 (JM109; Para -ulp1) 
die niedrigste Basalaktvivität an Ulp1-Protease. Dieser Stamm wurde nun für weitere in vivo 
Prozessierung von MBP-Fusionsproteinen herangezogen. Als nächstes wurde die 
Produktion und Spaltung von MBP-Smt3-Strep-Amo45 untersucht. Die Zellen von LW1 
wurden mit dem Plasmid pLEI35.8 (malE-smt3-Strep-amo45) transformiert. Zur 
Verbesserung der Produktion von aktivem Fusionsprotein wurde es mit dem Plasmid pKJE7, 
dessen Chaperongene auch unter Kontrolle des Arabinose-Promotors stehen, in 
LW1/pLEI35.8/pKJE7 coexprimiert. Während der aufeinanderfolgenden Induktion erfolgten 
die Expression des Fusionsgens durch 0,2 % L-Rhamnose für 4 h und dann die Expression 
von ulp1 und der Chaperongene durch 0,05 % L-Arabinose für 45 min bei 30°C. Die Proteine 
wurden mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt und analysiert. Die α-Amylase Aktivität in 
geklärtem Zellaufschluß wurde ermittelt (Abb. 29). 
 
Abb. 29: In vivo Spaltung des Fusionsproteins MBP-Smt3-Strep-Amo45 (pLEI35.8) in E. coli LW1 und 
LW1/pKJE7. Die Induktion der Expression von malE-smt3-Strep-amo45 erfolgte durch Zugabe von 
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0,2 % L-Rhamnose (+R) für 4 h bei 30°C. Anschließend wurde die Expression von ulp1 und 
Chaperongene, wenn vorhanden, mit 0,05 % L-Arabinose (++A) induziert. Die Zellen wurden für 
weitere 45 min inkubiert, geerntet, aufgeschlossen und durch 10 % SDS-PAGE analysiert. In dem 
geklärten Rohextrakt wurde die Enzymaktivität mit dem Substrat CNP-G3 bei 85°C ermittelt. 
 
Wie aus Abb. 29 sichtbar, konnte das löslich produzierte Fusionsprotein MBP-Smt3-Strep-
Amo45 innerhalb der 45 Minuten durch die E. coli LW1 produzierte Ulp1-Protease vollständig 
prozessiert werden. Während das Spaltprodukt MBP-Smt3 löslich im Rohextrakt verblieb, 
war das Strep-Amo45 Protein in großen Mengen unlöslich in der Pelletfraktion auffindbar. 
Der Anteil an löslichem Strep-Amo45 mit einer Größe von 79 kDa ist bei Verwendung von 
LW1/pLEI35.8/pKJE7 erhöht. Diese Beobachtung wurde ebenfalls durch einen Enzymtest 
bestätigt. Während die α-Amylase Aktivität nach Induktion mit Rhamnose und Arabinose in 
der löslichen Rohextraktfraktion von LW1/pLEI35.8 20 mU mg-1 betrug, war sie durch 
Coexpression der Chaperongene in LW1/pLEI35.8/pKJE7 auf 40 mU mg-1 erhöht. 
Es ist noch anzumerken, dass geringe Mengen an MBP-Smt3-Strep-Amo45 in der 
Induktionskultur von LW1/pLEI35.8 während der 4 h Kultivierung bereits prozessiert wurden 
(Abb. 29), obwohl die Expression von ulp1 noch nicht induziert war.  
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4.2.3 Reinigung der Zielproteinen 
Durch Abspaltung des Fusionspartners MBP-Smt3 werden Enzyme erhalten, die noch 
zusätzliche Fusionen mit Sequenzen aufweisen, die eine Reinigung mittels 
Affinitätschromatographie möglich machen. Die durch in vitro oder in vivo Spaltung 
erhaltenen Amo63-His6 und Amo45-His6 Proteine wurden jeweils mit Hilfe von IMAC über 
eine Talonsäule aus Rohextrakten induzierter Kulturen gereinigt. Allerdings wurde bei der 
Reinigungsprozedur durch SDS-PAGE Analyse festgestellt, dass ein hoher Anteil der His6-
getaggten Proteine nicht an das Talonmaterial gebunden worden war und sich in der 
Durchlauf-Fraktion befand. Ein nur geringer Teil konnte anschließend als gereinigtes His6-
getaggtes Protein erhalten werden. Ähnliches konnte bei der Reinigung von Strep-Amo45 an 
einer Strep-Tactin-Säule festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund 
wurden für eine Reinigung dieser Proteine herkömmliche chromatographische Methoden 
herangezogen. Eine biochemische Charakterisierung des gereinigten Amo45-Präparats 
zeigte, dass das Amo45 Protein ein Temperaturoptimum von 85°C aufweist und eine hohe 
Thermostabilität besitzt. Während einer einstündigen Inkubation bei 70°C konnte kein 
Aktivitätsverlust festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Bedingt durch die Thermostabilität 
des Amo45 wurde eine Anreicherung des Amo45 Proteins aus E. coli Extrakten mittels 
Hitzepräzipitation von E. coli Proteinen durchgeführt.  
Desweiteren wurde gezeigt, dass nach Behandlung von MBP-Smt3-Amo45-His6 mit Ulp1-
Protease ein Präzipitat des Amo45 Proteins erhalten wurde. Nach Isolierung des Präzipitats 
durch Zentrifugation und dessen Lösung in Triton X-100 (10% v / v), konnte das Amo45 
Protein wieder in Lösung gebracht werden und seine Aktivität im Aktivitätstest bestätigt 
werden. Deshalb wurde nachfolgend die Reinigung von Amo45 in Gegenwart von 10 % 
Triton X-100 durchgeführt. Um der Ausfällung vorzubeugen, wurde dieser Zusatz bereits 
während der Behandlung mit Ulp1-Protease zugefügt und während der Reinigungsprozedur 
beibehalten.  
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4.2.3.1 Reinigung von Amo45 durch Hitzedenaturierung 
Für die Hitzedenaturierung wurde die lösliche Rohextraktfraktion der E. coli JM109/pLEI28.1 
Zellen (MBP-Smt3-Amo45-His6) in Gegenwart von 10 % Triton X-100 mit Ulp1-Protease 
behandelt. Anschließend wurden die Proben bei 70°C für 30 min erhitzt und hitzedenaturierte 
Proteine bei 13.000 rpm für 10 min abzentrifugiert. Im Überstand befand sich angereichertes 
Amo45 Protein, das eine spezifische Aktivität von 177 bis 203 mU mg-1 aufwies. Ihre 
Reinheit wurde durch SDS-PAGE (Abb. 30) analysiert. Damit konnte gezeigt werden, dass 
Amo45-His6 sehr einfach durch Hitzedenaturierung der E. coli eigenen Proteine angereichert 
werden konnte. Allerdings waren einige Proteine von E. coli als Verunreinigungen 
zurückgeblieben. Das angereicherte Amo45 wurde weiter durch herkömmliche 
Chromatographie aufgereinigt. 
 
Abb. 30: Ulp1-Spaltung des Fusionsproteins MBP-Smt3-Amo45-His6 in den Rohextrakten von 
JM109/pLEI28.1, gefolgt von einem Hitzedenaturierungsschritt und anschließender Zentrifugation. Die 
Proteinproben wurden mittels 10 % SDS-PAGE analysiert. 
 
4.2.3.2 Reinigung von Amo63 und Amo45 mittels 
Anionenaustauschchromatographie 
Die Reinigung von MBP-Smt3-Amo63-His6 und MBP-Smt3-Amo45-His6 aus Ulp1-Protease 
behandelten Rohextrakten der induzierten Kulturen von JM109/pLEI37.1 und 
JM109/pLEI28.1 erfolgte an einer Anionenaustauschersäule (MonoQ, GE-Healthcare) mittels 
FPLC unter Verwendung eines NaCl-Gradienten im KPP-Puffer (Tab. 19). Während das 
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Amo45-His6 Protein, das durch eine Hitzedenaturierung vorbehandelt wurde, an die Säule 
gebunden und darauffolgend mittels eines NaCl-Gradienten eluiert werden konnte, befand 
sich das branching enzyme Amo63-His6 in den Durchlauf-Fraktionen (Abb. 31). Die Elutions- 
bzw. Durchlauffraktionenen wurden auf das Vorhandensein der Zielproteine mit Hilfe des 
Enzymtests für branching enzyme oder des für α-Amylase und einer SDS-PAGE Analyse 
überprüft. 
 
Abb. 31: SDS-PAGE Analyse der Reinigung von Amo63 durch FPLC. Die lösliche Rohextraktfraktion 
der Induktionskultur von JM109/pLEI37.1 (MBP-Smt3-Amo63-His6) wurde zunächst mit der Ulp1-
Protease für 1,5 h bei 30°C behandelt und anschließend mittels FPLC an einer MonoQ-Säule 
aufgetrennt. Die Durchlauf-Fraktionen (D) 4 – 10, die eine branching enzyme-Aktivität (+) bei 60°C 
zeigten, wurden mittels SDS-PAGE (10 %) analysiert. 
 
Die Fraktionen, in denen sich die Zielproteine befanden, wurden gepooled und durch 
Ultrafiltration mittels der Behältnisse von Amicon® ankonzentriert (siehe Material und 
Methoden). Die gereinigten Amo63-His6 bzw. Amo45-His6 Proteine wiesen spezifische 
Aktivitäten von 95 bzw. 395 U mg-1 auf, wodurch bei der Reinigung ein Anreicherungsfaktor 
von 4 bzw. 14 erreicht wurde (Tab. 30). 
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Tab. 30: Die spezifischen Aktivitäten der gereinigten Amo63-His6 und Amo45-His6 Proteine und die 
durch die Reinigung erreichten Anreicherungsfaktoren. 
Fusionsprotein MBP-Smt3-Amo63-His6 MBP-Smt3-Amo45-His6 
Stamm JM109/pLEI37.1 JM109/pLEI28.1 
Spaltprodukt Amo63-His6 Amo45-His6 
Aktivität in ÜS+Ulp1 23 U mg-1 29 mU mg-1 
Aktivität nach 
Hitzedenaturierung*  177 mU mg
-1 
 Fraktion 4-8 nach MonoQ Fraktion 34-37 nach MonoQ 
Aktivität n. FPLC und 
Ankonzentration 95 U mg
-1 395 mU mg-1 
Anreicherungsfaktor 4 14 
*Das Amo45-His6 Protein wurde als Spaltprodukt durch eine Hitzedenaturierung vorbehandelt, um die 
E. coli eigene Proteine auszuschließen.  
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4.3 T. thermophilus HB27 als Expressionsstamm 
Aufgrund seines natürlichen Habitats und den damit erforderlichen Anpassungen an diese 
thermophilen Lebensbedingungen zeigt T. thermophilus HB27 für die Expression von Genen 
aus thermophilen Organismen gegenüber E. coli einen gewissen Vorteil, da hier die Gene 
mit ähnlicher Temperatur exprimiert und damit möglicherweise Erschwernisse wie „Inclusion 
body“ Bildung umgangen werden. 
Da nur wenige genetische Werkzeuge für eine plasmidkodierte Genexpression oder 
Systeme für eine genomische Manipulation bekannt sind (siehe Einleitung), wurde zunächst 
nach einem regulierbareren Promotor für den Einsatz in Expressionsvektoren gesucht. 
Promotoren in Operons des Zuckerstoffwechsels in Thermus wurden dabei näher betrachtet 
und untersucht, und darauf basierend ein regulierbarer Expressionsvektor konstruiert.  
4.3.1 Entwicklung eines kompakten E. coli–T. thermophilus Expressionsvektors  
Ein E. coli–Thermus Expressionsvektor für die plasmidcodierte Genexpression in Thermus 
benötigt folgende Komponenten: 1) einen Replikationsursprung (Ori) für E. coli, 2) einen Ori 
für T. thermophilus, 3) eine Selektionskassette, die aus einem Resistenzgen und einem 
Promotor besteht, idealerweise eine Antibiotikaresistenz, die in beiden Organismen 
funktionell ist, 4) ein bifunktionelles Reportergen, das später durch das zu exprimierende 
Gen ersetzt wird, 5) einen bifunktionellen Promotor für das Reportergen und 6) einen 
effizienten Terminator nach dem Reportergen. 
4.3.1.1 Konstruktion des Expressionsvektors 
Für die Vektorkonstruktion wurden die oben genannten sieben Komponenten nach dem 
Baukastenprinzip über mehrere Klonierungsschritte miteinander verknüpft und in E. coli 
etabliert (Abb. 32). 
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Abb. 32: Darstellung des Aufbaus eines kompakten E. coli–Thermus Expressionsvektors. Der 
Expressionsvektor sollte aus sechs Komponenten bestehen, die miteinander nach dem 
Baukastenprinzip über mehrere Klonierungsschritte in E. coli verknüpft wurden. 
 
Die einzelnen Komponenten wurden auf folgendem Weg erhalten: 
Replikationsursprünge für E. coli bzw. T. thermophilus 
Für die Replikation des Shuttlevektors in E. coli wurde der Replikationsursprung des pUC18-
Vektors (Yanisch-Perron et al. 1985) ausgewählt. Die OripUC18 Sequenz wurde aus dem 
Plasmid pUC18 entnommen, indem ein 850 bp großes DNA-Fragment mit den 
Oligonukleotiden s9161b / s9162b (KpnI / SalI) und pUC18 als Templat amplifiziert wurde. 
Für die Replikation des Shuttlevektors in Thermus wurde der Ori des kryptischen Plasmids 
aus Thermus sp. ATCC 27737 (de Grado et al. 1998) ausgewählt. Dieser Ori wurde mit den 
Oligonukeotiden s9165 / s9239 aus dem Plasmid pMY1 (de Grado et al. 1998; Lasa et al. 
1992b) mittels PCR amplifiziert. Das PCR-Fragment mit einer Länge von ca. 1.850 bp besitzt 
Restriktionsstellen für PstI und KpnI an beiden Enden. Die Sequenz dieses Thermus-Ori 
enthält eine BamHI-Schnittstelle. Die Inaktivierung dieser Schnittstelle erfolgte mithilfe der 
Oligonukleotiden s9231 / s9232 durch eine site-spezifische Mutagenese, in dem die 
Erkennungssequenz GGATCC für BamHI zu GGGTCC, ohne die kodierte Aminosäure zu 
ändern, umgewandelt wurde.  
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Reportergen 
Das bglT-Gen TT_P0042, das auf dem Megaplasmid (P) von T. thermophilus HB27 (TT) 
lokalisiert ist (Henne et al. 2004), kodiert für eine β-Glycosidase mit breiter Substratspezifität. 
BglT katalysiert die Hydrolyse von β-Galakto-, β-Gluco- und β-Fucopyranosiden (Dion et al. 
1999). BglT wurde bereits zuvor als Reporterprotein für die Untersuchung der Aktivität von 
den Promotoren PuvrB, PdnaK und Parg (Tab. 1 Einleitung) aus T. thermophilus HB27 
eingesetzt (Ohta et al. 2006; Park und Kilbane 2004). 
Um die Translationsinitiation der mRNA der zu exprimierenden Genen zu verbessern, 
wurden die ersten 15 Basen (einschließlich Start-Codon ATG) der N-terminalen Sequenz 
des Chaperongens groEL aus T. thermophilus HB27 vor dem bglT-Gen angefügt. Außerdem 
wurde auch noch die Nukleotidsequenz für den His6-Tag nach den 15 Basen und vor dem 
bglT-Gen eingefügt. Diese erfolgte durch eine PCR mit den Oligonukleotiden s9688b / 
s9689b (NdeI / HindIII) an genomischer DNA von T. thermophilus HB27 als Templat. Das 
PCR-Fragment wurde mit den Restriktionsenzymen NdeI und HindIII behandelt. 
Promotor I für Reportergen 
In der Selektionskassette (Ptac-KmR) eines Thermus Expressionsvektors (Fridjonsson und 
Mattes 2001) steht das Kanamycin-Resistenzgen unter Kontrolle des tac-Promotors, das 
dessen Funktionalität in T. thermophilus TH125 (trpB-Mutante von HB27) belegt. Deshalb 
wurde der Ptac für die Expression von bglT im E. coli-T. thermophilus Expressionsvektor 
eingesetzt. Um eine Regulierbarkeit von Ptac eventuell in Thermus zu erhalten, wurde die 
Sequenz von Ptac zusammen mit dem Repressorgen lacIq mittels PCR aus dem Plasmid 
pJOE8305.1 amplifiziert (s9434 / s9436). Das PCR-Fragment wurde durch die 
Restriktionsenzyme SalI und NdeI verdaut. 
Transkriptionsterminator für Reportergen 
Um die Transkription des Reportergens zu terminieren, wurde der Transkriptionsterminator 
rrnB von E. coli mit den Oligonukleotiden s9088 / s9436 aus pJOE5751.1 als Template 
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amplifiziert, mit Restriktionsenzymen HindIII und NheI behandelt, und nach dem bglT-Gen 
eingefügt. 
Selektionsmarker 
Zur Selektion des Plasmids sowohl in E. coli als auch in T. thermophilus HB27 wurde ein 
thermostabiles Kanamycin-Resistenzgen (KmR) (Liao et al. 1986; Hoseki et al. 1999) 
ausgewählt. KmR ist unter der Kontrolle des S-Layer-Protein A-Promotors (PslpA) sowohl in 
E.coli als auch in Thermus aktiv ist (de Grado et al. 1999). PslpA und das thermostabilen 
Kanamycin-Resistenzgen wurden jeweils mit den Oligonukleotiden s9289 / s9240 und s9289 
/ s9290 aus pMY1 amplifiziert. Die PCR-Fragmente wurden anschließend jeweils mit den 
Restriktionsenzymen NheI / AseI (NdeI-kompatibel) und NdeI / PstI behandelt. Die BsrGI-
Restriktionsstelle innerhalb von KmR wurde durch eine site-spezifische Mutagenese mit 
Oligonukleotiden s9289 / s9466 (NheI, BanI) inaktiviert. 
Die PCR-Fragmente der vorher beschriebenen Komponenten wurden miteinander über 
mehrere Klonierungsschritte ligiert und in E. coli JM109 oder DH5α gebracht. Dabei wurde 
der E. coli-T. thermophilus Vektor pLEI202.2 erhalten, in dem das Reportergen bglT unter 
Kontrolle des tac-Promotors steht. Der Vektor pLEI202.2 ist in Abb. 33 dargestellt. 
 
Abb. 33: Konstruktion des E. coli-T. thermophilus Vektors pLEI202.2. Der Vektor besteht aus dem 
minimalen Replikon von Thermus, dem Replikationsursprung von pUC18, dem bglT als Reportergen, 
einem Transkriptionsterminator (rrnB), einer thermostabilen Kanamycin-Resistenz (KmR) unter 
Kontrolle des bifunktionellen PslpA. Alle Fragmente wurden durch PCR amplifiziert und miteinander 
durch ihre terminalen Restriktionsstellen über mehrere Klonierungsschritte ligiert und in E. coli etabliert. 
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4.3.1.2 Überprüfung der Funktionalität des Vektors durch Expression des 
Reportertgens bglT 
Um die Funktionalität des Vektors pLEI202.2 in E. coli und in T. thermophilus HB27 zu 
überprüfen, wurden die jeweiligen Stämme mit dem Plasmid transformiert und die 
Expression des Reportergens untersucht. Die Produktion von BglT wurde durch die Spaltung 
des Substrats X-Gal histochemisch auf LB-Agarplatten mit X-Gal (80 µg ml-1) und Kanamycin 
(50 µg ml-1) für E. coli und TB-Agarplatten mit X-Gal (80 µg ml-1) und Kanamycin (25 µg ml-1) 
für T. thermophilus HB27 phänotypisch detektiert. Als Kontrolle diente jeweils die 
histochemische Färbung des plasmidlosen E. coli JM109 bzw. T. thermophilus HB27. Die X-
Gal-haltigen LB-Agarplatten wurden bei 37°C über Nacht und TB-Agarplatten bei 65°C über 
Nacht inkubiert.  
Plasmidlose E. coli JM109 Zellen zeigten keine Spaltung des X-Gal Substrats, die Kolonien 
blieben farblos, während die Kolonien von E. coli JM109/pLEI202.2 blau gefärbt waren und 
damit auf eine aktive β-Glycosidase hinwiesen. Im Falle von T. thermophilus 
HB27/pLEI202.2 waren die Kolonien ebenfalls blau gefärbt. Allerdings wies die 
T. thermophilus HB27 Kontrolle ebenfalls einen blauen Phänotyp auf. Dies bedeutet, dass 
endogene Enzyme von T. thermophilus HB27 das Substrat X-Gal spalten können und somit 
HB27 eine endogene β-Galaktosidase-Aktivität besitzt. Desweiteren wurde ein verringertes 
Wachstum sowohl von T. thermophilus HB27 als auch von HB27/pLEI202.2 auf der X-Gal-
Platte beobachtet. 
Um die Produktion von BglT zu quantifizieren, wurden T. thermophilus HB27/pLEI202.2 
sowie der plasmidlose Ausgangsstamm in TB-Medium für 8 h bei 70 °C angezogen. Gleiche 
Mengen an Zellmasse (10 OD550) wurden geerntet, aufgeschlossen und Rohextrakte 
hergestellt. Die spezifische Aktivität von BglT in der löslichen Fraktion der Rohextrakte wurde 
gegenüber dem Substrat pNP-β-Gal bei 70°C ermittelt (Abb. 34). 
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Abb. 34: Expression des bglT-Gens unter Kontrolle des tac-Promotors mit dem Vektor pLEI202.2 in T. 
thermophilus HB27. Die Zellen von T.thermophilus HB27/pLEI202.2 wurden im TB-Medium bei 70°C 
für 8 h kultiviert. Die β-Galaktosidase-Aktivität von BglT in den löslichen Rohextraktfraktionen wurde 
gegenüber dem Substrat pNP-β-Gal bei 70°C ermittelt. Als Kontrolle wurde der Wildtyp von HB27 
parallel untersucht. 
 
Wie in Abb. 34 gezeigt, enthielten Rohextrakte von T. thermophlilus HB27 nach einer 
Kultivierung von 6 h bei 70°C eine basale β-Gal-Aktivität von ca. 10 mU mg-1. Dies stimmt mit 
den Beobachtungen in der Literature überein, in der eine basale β-Gal-Aktivität in T. 
thermophilus HB27 und TH125 dokumentiert wurde (Fridjonsson et al. 2000; Park und 
Kilbane 2004; Ohta et al. 2006). In Rohextrakten von T. thermophilus HB27/pLEI202.2 
Kulturen wurde nach 8 h eine β-Gal-Aktivität von ca. 120 mU mg-1 erreicht. Diese 
Aktivitätssteigerung weist darauf hin, dass das bglT-Gen unter Kontrolle von Ptac mit Hilfe 
des Vektors pLEI202.2 in T. thermophilus HB27 funktionell exprimiert wird. Die Regulation 
von Ptac in T. thermophilus HB27 durch das auf dem Vektor vorhandene lacIq-Gen spielte 
dagegen keine Rolle, wie Versuche durch Zugabe von IPTG zeigten (Daten nicht gezeigt). 
Damit kann bglT als ein funktionelles Reportergen für Promortortestvektoren in T. 
thermophilus HB27 eingesetzt werden.   
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4.3.2 Suche nach regulierbaren Promotoren 
Für die Suche nach Promotoren für eine regulierte Genexpression in T. thermophilus HB27 
wurde nach Genen gesucht, von denen man aufgrund der Genom-Annotierung annehmen 
kann, dass sie am Zuckerstoffwechsel beteiligt sind und möglicherweise auch reguliert sind. 
Zunächst wurde das Wachstum von T. thermophilus HB27 auf unterschiedlichen Zuckern 
untersucht. Dazu wurde T. thermophilus HB27 auf M162 Minimal-Platten ausgestrichen (Tab. 
6), denen jeweils einer der 31 verschiedenen Zucker als C-Quelle (N-Acetylglucosamin bis 
D-Xylose; siehe Tab. 13) zugefügt wurden, und bei 65°C bebrütet. Kolonien, die nach drei-
tägiger Inkubation sichtbar waren, wurden als positiv gegenüber den verwendeten C-Quellen 
bewertet. Eine Zusammenfassung der C-Quellen, die ein Wachstum von T. thermophilus 
HB27 erlauben, ist in Tab. 31 gegeben. 
Tab. 31: Zucker, die als C-Quelle in Minimalmedium M162 das Wachstum von T.thermophilus HB27 
vermitteln können. 
Zucker glykosidische Bindung 
D-Cellobiose D-Glucosyl-β-(1→4)-D-Glucose 
D-Fructose  
D-Glucose  
Maltose D-Glucosyl-α-(1→4)-D-Glucose 
Maltooligosaccharide  
Maltotriose D-Glucosyl-α-(1→4)-D-Glucosyl-α-(1→4)-D-Glucose 
D-Mannose  
Palatinose D-Glucosyl-α-(1→6)-D-Fructofuranose 
Saccharose D-Glucosyl-α-(1→2)-D-Fructofuranose 
D-Trehalose D-Glucosyl-α-(1→1)-α-D-Glucose 
D-Turanose D-Glucosyl-α-(1→3)-D-Fructopyranose 
 
Wie in Tab. 31 gezeigt, kann T. thermophilus HB27 die drei Monosaccharide Fructose, 
Glucose, Mannose, sowie weitere sechs Disaccharide als C-Quelle verwerten. Unter den 
sechs Disacchariden D-Cellobiose, Maltose, Palatinose, Saccharose, D-Trehalose und D-
Turanose weist lediglich D-Cellobiose (D-Glc-β-(1→4)-D-Glc) eine β-glucosidische 
Verbindung auf, während alle übrigen Zweifachzucker eine α-glycosidische Bindung besitzen. 
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4.3.2.1 Analyse des T. thermophilus HB27 Genoms auf Gene, die an der 
Verstoffwechselung von Disacchariden beteiligt sein könnten 
1. Cellobiose-Operon 
Das bglT-Gen, das zuvor als Reportergen in dem E. coli-T. thermophilus Vektor pLEI202.2 
verwendet wurde, ist auf dem Megaplasmid (P) von T. thermophilus HB27 (TT) lokalisiert 
(Henne et al. 2004). Die β-glycosidische Verbindungen D-Cellobiose und Lactose sind 
Substrate von BglT (Dion et al. 1999). Da, wie vorher gezeigt, T. thermophilus HB27 nicht mit 
Lactose als Kohlenstoffquelle wachsen kann, sollte D-Cellobiose das natürliche Substrat für 
BglT sein. Aus den Genomsequenzdaten von T. thermophilus HB27 (Henne et al. 2004) geht 
hervor, dass stromaufwärts von bglT noch vier weitere Gene liegen, von denen vermutlich 
drei für einen Zuckertransporter kodieren, bestehend aus einer Permease (TT_P0041), 
einem Transmembranprotein (TT_P0040) und einem Zucker-Bindeprotein (SBP) (TT_P0039) 
und das vierte (TT_P0038) für einen Regulator der LacI Familie (Abb. 35). Diese fünf Gene 
könnten ein Operon bilden, wobei das lacI homologe Gen als Teil des Operons oder separat 
mit eigenem Promotor transkribiert werden könnte. Im Folgenden wird dieses Cluster von 
Genen Cellobiose-Operon genannt und die vermutliche Promotorsequenz des Operons als 
Cellobiose-Promotor (Pcel) bezeichnet. 
2. Trehalose-Operon 
Ein weiteres, nicht näher untersuchtes Gen (TT_C0614) sollte laut Annotation eine 
Trehalase kodieren. Auch dieses Gen könnte mit vier weiteren Genen, die zusammen einen 
ABC-Transporter kodieren, bestehend aus 2 Membranproteinen (TT_C0613/0612), einer 
ATPase (TT_C0611) und einem Zucker-Bindeprotein (TT_C0615), ein Operon bilden. Dieses 
vermutliche Operon ist auf dem Chromosom (C) von T. thermophilus HB27 lokalisiert (Abb. 
35) und könnte für das Wachstum von T. thermophilus HB27 mit Trehalose als 
Kohlenstoffquelle verantwortlich sein. Im Folgenden wird dieses Operon als Trahalose-
Operon bezeichnet und dessen Promotor alsTrehalose-Promotor (Ptre) bezeichnet. 
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3. TMSP-Operon 
Ein bereits untersuchtes, sogenanntes TMSP-Operon, repräsentiert Gene für einen ABC-
Transporter, der für die Aufnahme von Trehalose (T), Maltose (M), Saccharose (S) und 
Palatinose (P) verantwortlich ist (Silva et al. 2005; Chevance et al. 2006). Das Operon ist auf 
dem Chromosom von HB27 lokalisiert und beinhaltet drei Gene, die für ein Maltose-
Bindeprotein (MalE; TT_C1627) und zwei Permeasen (MalF; TT_C1628 und MalG; 
TT_C1629) kodieren (Abb. 35). Durch Zuckertransport-Tests wurde gezeigt, dass 
T. thermophilus HB27 Maltose, Trehalose und Saccharose mit hoher Affinität transportiert 
(Silva et al. 2005) und der Transport von Maltose in T. thermophilus durch Zugabe von 
Maltose um das 3-fache erhöht werden kann (Chevance et al. 2006). Diese Ergebnisse 
weisen drauf hin, dass die Promotoraktivität des TMSP-Operons durch Maltose, Trehalose 
oder Saccharose beeinflusst werden könnte. Deshalb wurde das TMSP-Operon bzw. dessen 
Promotor (PmalE) für die nachfolgende Promotoruntersuchung ausgewählt. 
 
Abb. 35: Darstellung des Cellobiose-Operons und des Trehalose-Operons, dessen Genprodukte 
potentiell jeweils am Stoffwechsel von Cellobiose bzw. Trehalose beteiligt sind, sowie dem TMSP-
Operon, dessen Genprodukte den Transport von Trehalose, Maltose, Saccharose und Palatinose 
ermöglichen. Die möglichen Promotorregionen der drei Operons sind mit den Pfeilen markiert. 
Abkürzungen: SP = Signalpeptid; SBP = Zucker-Bindeprotein 
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4.3.2.2 Die Promotorregionen der drei Operons 
Die DNA-Sequenzen der vorher ausgewählten Operons wurden auf das Vorhandensein 
eventueller Promotorsequenzen geprüft. Für den Vergleich wurde eine Konsensussequenz 
TTGNCN / TANNNT für die -35- bzw. -10-Region der Promotoren von T. thermophilus 
verwendet, die aus den bekannten Promotorsequenzen (Struck et al. 1988; Hartmann und 
Erdmann 1989; Maseda und Hoshino 1995) abgeleitet wurde (Tab. 32). 
Tab. 32: -35- und -10-Sequenzen von bekannten Promotoren aus T. thermophilus HB27 und HB8 
sowie die vier in dieser Arbeit identifizierten und ausgewählten -35- und -10-Regionen. 
Promotor Herkunft -35 (Abstand) -10 Anmerkung 
23S-5S rRNA Promotor HB8 TTGACA (18) TATCTT (Hartmann und Erdmann 1989) 
16S rRNA Promotor HB8 TTGACA (17) TAGCAT (Hartmann und Erdmann 1989) 
4,5S rRNA Promotor HB8 TAGCCt (18) TATACT (Struck et al. 1988) 
7 isolierte, starke 
Promotoren 
HB27 TTGCCA (17) TACCAT 
TTGTCA (17) TAACAT 
TTTACA (18) TAGCCT 
TTGACA (17) TATCAT 
TTGACG (17) TAAAAC 
TTGACG (17) TATCCT 
TTGACC (17) TATCCT 
(Maseda und Hoshino 1995) 
3 weitere relativ starke 
Promotoren 
HB27 TTGTTT (17) TACACT 
TTGCCA (16) TATGCT 
TAGAAT (16) TAAGCT 
(Maseda und Hoshino 1995) 
Konsensussequenz  TTGNCN (17/18) TANNNT N = A, C, G oder T 
Pcel (0038) HB27 Cellobiose-Operon TTGCAA (17) TATACT hypothetisch 
Pcel (0039) HB27 Cellobiose-Operon TTGACG (17) TACCAG hypothetisch 
Ptre HB27 Trehalose-Operon TTGACG (18) TATGCT hypothetisch 
PmalE HB27 TMSP-Operon TTGACG (18) TATAAT hypothetisch 
 
1. Cellobiose-Promotor (Pcel) 
Das bglT-Gen befindet sich am 3´-Ende des Cellobiose-Operons (Abb. 35). In einem Bereich 
von 0,4 kb stromaufwärts von bglT wurde keine typische Promotorsequenz entdeckt. Eine 
Analyse weiterer stromaufwärts gelegenener Bereiche lässt eine potentielle -35- bzw. -10-
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Region mit einem Abstand von 17 Basen ca. 220 Basen stromaufwärts des SBP-Gens 
TT_P0039 innerhalb des Gens für das Regulatorprotein (TT_P0038) vermuten (Abb. 35). Die 
Sequenz der -10-Region TACCAG dieses potentiellen Promotors, der als Pcel (0039) 
bezeichnet wurde, entspricht jedoch nicht der Konsensussequenz TANNNT. Eine weitere 
potentielle -35- bzw. -10-Region wurde ca. 40 Basen stromaufwärts des Regulatorgens 
TT_P0038 gefunden (Abb. 36). Dieser potentielle Promotor wurde als Pcel (0038) bezeichnet. 
Der Genstart des Regulatorgens ist nicht eindeutig definiert. Zwei ATG und ein GTG Codon 
kommen als mögliche Startcodons des Regulatorgens TT_P0038 in Frage. Bei der 
Annotierung des Gens hatte man sich für das erste ATG Codon (Met1 Abb. 36), das mit den 
hypothetischen -35- und -10-Sequenzen überlappt, als Startcodon entschieden. Mit Hilfe des 
Programm Protein-Blast wurde festgestellt, dass die Paralogen von TT_P0038 meist an der 
Stelle des zweiten ATG (Met2) beginnen. Deshalb wurde das folgende GTG nicht 
berücksichtigt. Vor den potentiellen Genstarts konnte keine eindeutige Shine-Dalgarno-
Sequenz identifiziert werden (Abb. 36). 
 
Abb. 36: Abschnitt der vermuteten Promotorregion von Pcel (0038) mit der markierten -35- bzw. -10-
Region und drei mögliche Genstarts des Regulatorgens TT_P0038 
 
2. Trehalose-Promotor (Ptre) 
Das Trehalose-Operon weist eine potentielle -35- bzw. -10-Region stromaufwärts des SBP-
Gens (TT_C0615) auf (Tab. 32 Abb. 35). Die -35- und -10-Sequenzen haben einen Abstand 
von 18 bp. Eine Region von circa 200 Basen um diese Sequenzen (Ptre) wurde für die 
spätere Promotoruntersuchung ausgewählt. 
3. Promotor des TMSP-Operons (PmalE) 
Am 5´-Ende der drei als TMSP-Operon bezeichneten Gene konnten -35- und -10-Sequenzen 
identifiziert werden, die weitgehend mit der abgeleiteten Konsensussequenz übereinstimmen. 
Sie liegen circa 200 bp stromaufwärts des als malE (TT_C1627) bezeichneten Gens, daher 
wurde dieser potentielle Promotor als PmalE bezeichnet. 
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4.3.2.3 Klonierung der vermuteten Promotoren Pcel, Ptre und PmalE 
Ausgehend von dem E. coli-T. thermophilus Vektor pLEI202.2 wurden vier Vektoren 
konstruiert, bei denen die zwei vermuteten Cellobiose-Promotoren, der Trehalose-Promotor 
sowie PmalE vor bglT gesetzt wurden (Abb. 37). Als Kontrolle diente der promotorlose Vektor 
pLEI209.3, bei dem der tac-Promotor aus pLEI202.2 entfernt worden war (Abb. 37). 
 
Abb. 37: Plasmide zur Promotoruntersuchung von Pcel, Ptre und PmalE, bei denen das bglT-Gen jeweils 
durch den Cellobiose-Promotor Pcel (0038), einen Sequenzabschnitt von Pcel (0038) + TT_P0038 + Pcel (0039), 
dem Trehalose-Promotor Ptre sowie dem PmalE kontrolliert wird. Der Vektor pLEI209.3 beinhaltet 
lediglich das bglT-Gen ohne Promotor am 5´-Ende. 
 
1. Klonierung der vermuteten Cellobiose-Promotoren 
Die vermutete Promotorsequenz von Pcel (0039) wurde zusammen mit der SD-Sequenz von 
TT_P0039 mit den Oligonukleotiden s9546b / s9548 (BsaI / BamHI) auf einer Länge von 717 
bp aus genomischer DNA von HB27 amplifiziert (Tab. 33). Das PCR-Produkt wurde mit den 
entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut, wodurch eine mit SalI kompatible 
Schnittstelle am 5´-Ende und eine BamHI-Schnittstelle am 3´-Ende entstanden. Um am 5´-
Ende des bglT Reportergens eine kompatible Restriktionsschnittstelle für BamHI zu 
erzeugen, wurde bglT mit den Oligonukleotiden s9688 / s9689b (BglII / HindIII) erneut 
amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde nach der Behandlung durch die entsprechenden 
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Restriktionsenzyme zusammen mit der zuvor amplifizierten Promotorsequenz in den 
Ausgangsvektor pLEI202.2 kloniert, der mit den Restriktionsenzymen SalI / HindIII 
vorbehandelt worden war. Dadurch wurde das Plasmid pLEI220.2 für die Untersuchung von 
Pcel (0039)  erhalten (Abb. 37 Tab. 33). 
Da der Genstart des Regulatorproteins (TT_P0038) mit den drei aufeinander folgenden ATG 
und GTG Codons nicht festgelegt werden konnte, wurde statt der vermuteten 
Promotorsequenz Pcel (0038) ein Sequenzabschnitt, beginnend mit circa 200 Basen 
5´ stromaufwärts vor TT_P0038, zusammen mit dem Regulatorgen TT_P0038 und dem 
möglichen Pcel (0039) bis einschließlich der SD-Sequenz von TT_P0039, mit einer Länge von 
1316 bp, mittels PCR aus genomischer DNA von HB27 amplifiziert (Abb. 37 Tab. 33). Das 
PCR-Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen NcoI / BamHI verdaut und zusammen mit 
dem amplifizierten bglT-Gen (BglII / HindIII) in den Vektor pLEI209.3 kloniert. Das erhaltene 
Plasmid wurde als pLEI206.3 bezeichnet. 
Tab. 33: Amplifikation der Promotorsequenzen und Konstruktion der Plasmide 
Promotorkonstrukt Shine-
Dalgarno-Seq 
Oligo für PCR Länge Sequenz Konstruiertes 
Plasmid 
Pcel (0039) SD von 
TT_P0039 
s9546b / s9548 
BsaI (SalI-
kompatibel) / BamHI 
717 bp Anhang 2 pLEI220.2 
Pcel (0038) + TT_P0038 
+ Pcel (0039) 
SD von 
TT_P0039 
s9546 / s9548 
NcoI / BamHI 
1316 
bp 
Anhang 2 pLEI206.3 
Ptre SD von 
TT_C0615 
s9549 / s9551 
NcoI / BamHI 
207 bp Anhang 3 pLEI203.2 
PmalE SD von malE s9556 / s9557 
NcoI / BamHI 
237 bp Anhang 4 pLEI204.2 
 
2. Klonierung der Trehalose- und TMSP-Operon-Promotoren 
Die Sequenz des vermuteten Trehalose-Promotors Ptre (207 bp) sowie die Sequenz von 
PmalE (237 bp) wurden zusammen mit ihrer jeweiligen SD-Sequenz des nachfolgenden Gens 
mit Oligonukleotiden (Tab. 33) aus der genomischen DNA von T. thermophilus HB27 
amplifiziert (Abb. 37). Die PCR-Fragmente wurden anschließend mit den 
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Restriktionsenzymen NcoI / BamHI behandelt und zusammen mit dem amplifizierten bglT-
Gen (BamHI / HindIII) mit dem Vektor pLEI202.2, der mit den Restriktionsenzymen NcoI / 
HindIII vorbehandelt war, kloniert. Die dadurch erhaltenen Plasmide pLEI203.2 und 204.2 
standen für Untersuchungen von Ptre und PmalE zur Verfügung. 
3. Konstruktion des promotorlosen Vektor 
Ausgehend von pLEI202.2 wurde ein promotorloser Vektor konstruiert, in dem der tac-
Promotor zusammen mit dem lacIq-Gen aus pLEI202.2 entfernt wurde. Hierzu wurde das 
bglT-Gen erneut mit s9435 / s9689b amplifiziert, um eine SalI-Schnittstelle am 5´-Ende und 
eine HindIII-Schnittstelle am 3´-Ende zu erzeugen. Das PCR-Produkt wurde nach der 
Restriktionsbehandlung zurück in pLEI202.2 eingebracht, der ebenfalls mit SalI / HindIII 
vorbehandelt war. Der daraus resultierende promotorlose Vektor mit dem Reportergen bglT 
pLEI209.3 (Abb. 37) diente als Kontrolle zur Promotoruntersuchung. 
4.3.2.4 Promotorstärke von Pcel, Ptre und PmalE 
Durch das Einfügen der potentiellen Promotorsequenzen stromaufwärts des bglT-Gens 
kommt bglT unter dessen Kontrolle und eine entsprechende Expression des Gens kann 
durch Nachweis der Enzymaktivität des Genprodukts BglT in Rohextrakten von 
T. thermophilus HB27 durchgeführt werden. Hierzu wurde T. thermophilus HB27 mit den 
jeweiligen Plasmiden pLEI220.2 (Pcel (0039)), pLEI206.3 (Pcel (0038) + TT_P0038 + Pcel (0039)), 
pLEI203.2 (Ptre) und pLEI204.2 (PmalE) transformiert und für 8 h bei 70°C im TB-Medium 
kultiviert. Als Kontrolle diente das promotorlose Plasmid pLEI209.3. Nach Kultivierung 
wurden die T. thermophilus Zellen geerntet und mittels Ultraschall (Sonoplus) aufgeschloßen. 
Die β-Glycosidase-Aktivität von BglT in den löslichen Rohextraktfraktionen gegenüber dem 
Substrat pNP-β-Gal wurde bei 70°C ermittelt (Abb. 38).  
Ergebnisse 
128 
 
Abb. 38: Untersuchung zur Promotoraktivität von Pcel (0039) und dem langen Sequenzabschnitt Pcel (0038) 
+ TT_P0038 + Pcel (0039) sowie Ptre und PmalE mittels der Expression des Reportergens bglT in T. 
thermophilus HB27. Zellen von HB27/pLEI220.2 (Pcel (0039)), HB27/pLEI206.3 (Pcel (0038) + TT_P0038 + 
Pcel (0039)), HB27/pLEI203.2 (Ptre) und HB27/pLEI204.2 (PmalE) wurden im TB-Medium für 8 h bei 70°C 
kultiviert. Die β-Glycosidase-Aktivität von BglT in den löslichen Rohextraktfraktionen wurde mit pNP-β-
Gal als Substrat bei 70°C ermittelt. Als Kontrolle wurde die β-Glycosidase-Aktivität des Stammes mit 
dem promotorlosen Plasmid (HB27/pLEI209.3) bestimmt. 
 
Wie in der Abb. 38 dargestellt, erklärt man mit dem promotorlosen Promotortest-Vektor 
pLEI209.3 in T. thermophilus HB27 eine β-Glycosidase-Aktivität von 9 mU mg-1, die 
vergleichbar der Aktivität von T. thermophilus HB27 ohne Plasmid von ca. 10 mU mg-1 (Abb. 
34) ist. Die potentielle Promotorsequenz, die den Sequenzabschnitt Pcel (0038) + TT_P0038 + 
Pcel (0039) mit einer Länge von 1316 bp umfasst, zeigte in HB27/pLEI206.3 Rohextrakten eine 
β-Glycosidase-Aktivität von 16 mU mg-1, welche auf das Vorhandensein eines Promotors 
hinweist. Dagegen ergab der 5´ von TT_P0039 vermutete Promotor Pcel (0039) mit bglT als 
Reportergen in Rohextrakten von T. thermophilus HB27/pLEI220.2 eine Aktivität von 8 mU 
mg-1. Da diese Aktivität der des plasmidlosen T. thermophilus HB27 entsprach, kann davon 
ausgegangen werden, dass der entsprechende Sequenzabschnitt Pcel (0039) keinen Promotor 
enthält. 
Der vermutete Trehalose-Promotor Ptre produzierte im Rohextrakt von T. thermophilus 
HB27/pLEI203.2 eine relativ hohe β-Glycosidase-Aktivität von ca. 230 mU mg-1. Eine 
ähnliche Aktivität wurde durch den PmalE Promotor mit bglT als Reporter in HB27/pLEI204.2 
(ca. 250 mU mg-1) erreicht (Abb. 38). 
Bei diesen Promotoruntersuchungen wurden die plasmidhaltigen T. thermophilus HB27 
Zellen für 8 h ohne Zugabe eines eventuellen Induktors kultiviert. Um zu klären, ob sich bei 
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der Expression von bglT durch die verwendeten Promotorsequenzen ein 
Regulationsmechanismus verbirgt, wurde nachfolgend eine Kultivierung unter Zugabe von 
potentiellen Induktoren untersucht. 
Als mögliche Induktoren der Promotoren Pcel, Ptre und PmalE wurden die Disaccharide 
getestet, die vorher als C-Quelle das Wachstum von T. thermophilus HB27 vermittelten, 
nämlich D-Cellobiose (C), Maltose (M), Saccharose (S) und D-Trehalose (T). Zusätzlich 
wurde noch IPTG getestet. Die Zellen von T. thermophilus HB27/pLEI220.2 (Pcel(0039)), 
HB27/pLEI206.3 (Pcel (0038) + TT_P0038 + Pcel (0039)), HB27/pLEI203.2 (Ptre) und 
HB27/pLEI204.2 (PmalE) wurden bei 70°C zunächst für 2-3 h kultiviert, bis die Zellen einen 
OD550 von 0,3-0,4 erreichten. Anschließend wurden die jeweiligen Zucker zur Induktion der 
bglT-Expression zugegeben (Endkonzentration von 0,2 % bzw. bei IPTG 1 mM) und die 
Zellen für weitere 6 h bzw. 22 h kultiviert. Zum Vergleich wurden der plasmidlose 
T. thermophilus HB27 sowie T. thermophilus HB27/pLEI209.3 unter gleichen Bedingungen 
kultiviert. Geerntete T. thermophilus Zellen wurden aufgeschloßen und deren β-Glycosidase-
Aktivität in den löslichen Fraktionen der Rohextrakte ermittelt (Abb. 39). 
 
Abb. 39: Untersuchung der Promotoraktivität von Pcel, Ptre und PmalE in T. thermophilus HB27 in 
Abhängigkeit von fünf verschiedenen Disacchariden: D-Cellobiose (C), Maltose (M), Saccharose (S) 
und D-Trehalose (T), sowie von IPTG (I). Die Zellen von HB27 Wildtyp, HB27/pLEI209.3 
(Promotortest-Vektor; bglT ohne Promotor), HB27/pLEI220.2 (Pcel (0039)), HB27/pLEI206.3 (Pcel (0038) + 
TT_P0038 + Pcel (0039)), HB27/pLEI203.2 (Ptre) und HB27/pLEI204.2 (PmalE) wurden bei 70°C für 2-3 h 
kultiviert, bis die Zellen eine OD550 von 0,3-0,4 erreichten. Anschließend wurden die Zucker zur 
Induktion der bglT-Expression zugegeben und die Zellen für weitere 6 h bzw. 22 h kultiviert. Die β-
Glycosidase-Aktivität in löslichen Rohextraktfraktionen wurde mit pNP-β-Gal als Substrat bei 70°C 
ermittelt. 
 
Ergebnisse 
130 
T. thermophilus HB27 weist eine Erhöhung der β-Glycosidase-Aktivität von 10 auf ca. 50 
mU mg-1 in Anwesenheit von Cellobiose im Kulturmedium auf (Abb. 39). Der Stamm mit dem 
Promotortest-Vektor zeigte eine ähnliche Aktivitätszunahme bei Anwesenheit von Cellobiose, 
während mit Maltose, Saccharose, Trehalose und IPTG im Kulturmedium keine 
Aktivitätssteigerung erreicht wurde. Diese Beobachtungen wiesen darauf hin, dass die 
endogene β-Glycosidase-Aktivität von T. thermophilus HB27 (ca. 10 mU mg-1) durch die 
genomische Kopie des bglT-Gens verursacht wird, und dessen Expression mit Cellobiose 
induzierbar ist. Diese Annahme wird durch die Induktion in T. thermophilus HB27/ pLEI206.3 
(Pcel (0038) + TT_P0038 + Pcel (0039)) bestätigt, in der die β-Glycosidase-Aktivität durch Zugabe 
von Cellobiose von 16 auf ca. 120 mU mg-1 erhöht wurde. D-Cellobiose ist daher der 
Induktor des Pcel Promotors, der sich im 1316 bp langen Sequenzabschnitt Pcel (0038) + 
TT_P0038 + Pcel (0039) befindet (Abb. 40). 
 
Abb. 40: Das Cellobiose-Operon von T. thermophilus HB27 (oben) und Sequenzabschnitte, die 
stromaufwärts von bglT kloniert wurden (Pfeile unten). Die mit und ohne Induktion erhaltenen β-Gal-
Aktivitäten sind rechts dargestellt. 
 
Die vermutete Promotorsequenz Pcel (0039) auf dem Plasmid pLEI220.2 in T. thermophilus 
HB27 führte durch Zugabe von Cellobiose zu einer Erhöhung der β-Glycosidase-Aktiviät von 
8 auf ca. 45 mU mg-1. Diese Aktivitätserhöhung entspricht der der plasmidlosen 
T. thermophilus HB27 Zellen (von 9 auf ca. 50 mU mg-1). Damit wurde bestätigt, dass die als 
Pcel (0039) bezeichnete Sequenz keinen Promotor enthält, und die zunächst als Pcel (0038) 
bezeichnete Sequenz alleine den durch Cellobiose induzierbaren Promotor des Cellobiose-
Operon beinhaltet. 
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Der vermutete Trehalose-Promotor Ptre aus dem TMSP-Operon verhält sich in 
T. thermophilus HB27/pLEI203.2 wie ein konstitutiver Promotor, da seine Aktivität nicht von 
den getesteten Zuckern (Cellobiose, Maltose, Saccharose und Trehalose) beeinflusst wurde. 
Der Promotor PmalE auf dem Plasmid pLEI204.2 in T. thermophilus HB27 führte zu einer 
Erhöhung der Expression des bglT-Gens nach Zugabe von Cellobiose und Maltose, da die 
β-Glycosidase-Aktivität in den Rohextrakten von 250 auf 480 (Cellobiose) sowie 530 
(Maltose) mU mg-1 zunahm. Diese durch Maltose induzierte Aktivitätsverdopplung wird durch 
das Ergebnis eines Zuckertransport-Assays (Chevance et al. 2006) unterstützt, in dem 
gezeigt wurde, dass die Aufnahme von Maltose in die Zellen von T. thermophilus HB27 
durch Zugabe von Maltose um das 3-fache gesteigert werden kann.  
Anzumerken wäre noch, dass die spezifische β-Glycosidase-Aktivität von BglT nach einer 
Kultivierungszeit von 22 h abnahm (siehe Abb. 39). Deshalb wurden die Zellen von 
T. thermophilus HB27 zur Genexpression bzw. Proteinproduktion im Laufe dieser Arbeit nur 
für 6 h induziert. 
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4.3.3 Untersuchung zum Cellobiose-Promotor Pcel 
Im letzten Kapitel wurde festgestellt, dass der 1316 bp lange Sequenzabschnitt Pcel (0038) + 
TT_P0038 + Pcel (0039) den Promotor des Cellobiose-Operons beinhaltet und dieser durch 
Cellobiose reguliert wird. Das heißt, dass sich die Promotorregion des Cellobiose-Operons 
stromaufwärts des Regulartorgens TT_P0038 befindet. Dieses wurde im Folgenden als Pcel 
bezeichnet. Um diese Promotorregion genauer zu lokalisieren, wurde eine Reihe von 
Plasmiden konstruiert, die unterschiedliche Abschnitte der Pcel -Region vor bglT  tragen. Für 
diese Untersuchungen wurde das Reportergen bglT mit ursprünlicher SD-Sequenz 
verwendet. 
4.3.3.1 Promotortest-Vektoren mit der Pcel-Region mit unterschiedlicher 
Ausdehnung in 3´-Richtung 
Basierend auf dem 1316 bp langen Sequenzabschnitt Pcel (0038) + TT_P0038 + Pcel (0039) 
(pLEI206.3) wurden neun Bereiche dieser Sequenz mit unterschiedlichen Längen von 224 
bis 1294 bp mit Oligonukleotiden (Tab. 34) mittels PCR amplifiziert. Dabei wurden jeweils an 
einem Ende der PCR-Fragmente die Schnittstelle für SalI und an dem anderen Ende die 
Schnittstelle für SpeI angefügt. Das Reportergen bglT wurde zusammen mit eigener SD-
Sequenz mit den Oligonukleotiden s9965 / s9968 (SpeI / HindIII) aus genomischer DNA von 
HB27 amplifiziert.  
Tab. 34: Amplifikation der Promotorsequenzen von Pcel in unterschiedlicher Ausdehnung in 3´-
Richtung und Konstruktion der Plasmide 
Länge d. Promotorsequenzen Oligo für PCR Konstruiertes Plasmid 
224 bp s9969 / s9962 pLEI212.20 
245 bp s9969 / s9963 pLEI213.1 
275 bp s9969 / s9964 pLEI214.13 
380 bp s9969 / s10071 pLEI227.1 
446 bp s9969 / s10072 pLEI228.3 
599 bp s9969 / s10019 pLEI223.1 
840 bp s9969 / s10020 pLEI224.1 
1238 bp s9969 / s9960 pLEI210.10 
1294 bp s9969 / s9961 pLEI211.12 
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Das PCR-Fragment für bglT wurde zusammen mit jeweils einem der neun PCR-Fragmente 
mit dem Vektor pLEI202.2 ligiert, der zuvor mit SalI und HindIII behandelt wurde und damit 
E.coli DH5α transformiert. Dadurch wurden neun Plasmide (Tab. 34 Abb. 41) zur 
Lokalisation von Pcel erhalten. Die ausgewählte Pcel -Region der ersten 3 Plasmide endete 
jeweils am 1., am 2., und am 3. möglichen Startcodon. Bei den weiteren Plasmiden endete 
sie jeweils innerhalb TT_P0038 sowie vor der SD-Sequenz von TT_P0039 (Abb. 41). 
Um bglT unter Kontrolle der Pcel Fragmente in T. thermophilus HB27 zu exprimieren, wurde 
HB27 mit diesen Plasmiden transformiert und für 2 h bei 70°C kultiviert. Die Indukton erfolgte 
durch Zugabe von 0,2 % Cellobiose. Nach einer weiteren Kultivierung von 6 h wurden die 
Zellen geerntet und aufgeschlossen. Die Promotorstärke wurde anhand der β-Glycosidase-
Aktivität mit pNP-β-Gal als Substrat ermittelt (Abb. 41). 
 
Abb. 41: Plasmide mit der Pcel -Region stromaufwärts von bglT mit unterschiedlichen 3´-Enden. Die 
Promotoraktivität in Abhängigkeit von Cellobiose wurde anhand der β-Glycosidase-Aktivität mit dem 
Substrat pNP-β-Gal bei 70°C bestimmt. 
 
Wie in der Abb. 41 deutlich zu erkennen ist, zeigte T. thermophilus HB27 mit dem 
Plasmidkonstrukt pLEI214.13, bei dem die Promotorsequenz vor dem möglichen GTG 
Startcodon endet, die höchste β-Glycosidaseaktivität mit jeweils 319 mU mg-1 (nicht-induziert) 
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und 723 mU mg-1 (induziert). Das Plasmid pLEI213.1 mit der Promotorregion, die am 2. 
möglichen ATG Startcodon endet, führte zu einer etwas geringeren Aktivität. Dagegen führte 
die kürzeste Sequenz im Plasmid pLEI212.20, die sich bis zum 1. möglichen ATG 
Startcodon von TT_P0038 erstreckt, zu einer vergleichen Aktivität, die der Aktivität des 
promotorlosen Promotortest-Vektors pLEI209.3 vergleichbar ist (Abb. 40). Dies weist auf 
eine unvollständige oder fehlende Promotorsequenz hin. Bei den vier Plasmiden (pLEI227.1, 
pLEI228.3, pLEI223.1 und pLEI224.1), bei denen die Pcel enthaltenden Fragmente in dem 
Gen TT_P0038 endeten, wurden nur etwa halb so hohe Aktivitäten des Reportergens im 
Vergleich zu pLEI214.13 erhalten. Bei den Plasmiden pLEI201.10 und pLEI212.11 enthalten 
die Promotorsequenzen zusätzlich das vollständige Gen des Regulators (TT_P0038), der zur 
LacI-Familie gehört und sehr wahrscheinlich einem Repressor entspricht. Die mit diesen 
beiden Plasmiden erhaltenen niedrigen BglT Aktivitäten lassen sich daher damit erklären, 
dass in diesen Fällen auch der Repressor zusammen mit bglT exprimiert wird und durch die 
Überproduktion des Repressors die Expression stark reprimiert wird. 
4.3.3.2 Festlegung des 5´-Endes von Pcel 
Um sowohl die -35-Sequenz des Pcel Promotors als auch eine mögliche Operatorregion zu 
identifizieren, wurde das 5´-Ende von Pcel untersucht, in dem die in pLEI214.13 vorhandene 
Promotorregion jeweils um 40 Basen von 5´-Ende her verkürzt wurde (Tab. 35 Abb. 42). Die 
Verkürzung erfolgte, indem mit den in Tab. 5 genannten Oligonukleotiden und pLEI214.13 
als Template-DNA entsprechende Fragmente durch PCR amplifiziert wurden. Wie zuvor 
waren die Enden der PCR-Fragmente mit den Schnittstellen für SalI und SpeI versehen und 
konnten damit gegen die Promotorsequenz in pLEI214.13 ausgetauscht werden. Dabei 
wurden 5 Plasmide erhalten, die die Pcel -Region in einer Länge von 234 bp bis 76 bp 
enthielten (Tab. 35).  
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Tab. 35: Amplifikation der Promotorsequenzen von Pcel mit unterschiedlicher Ausdehnung in 5´-
Richtung und Konstruktion der Plasmide 
Länge d. Promotorsequenzen Oligo für PCR Konstruiertes Plasmid 
234 bp s10073 / s9964 pLEI232.1 
194 bp s10074 / s9964 pLEI233.1 
154 bp s10075 / s9964 pLEI234.1 
114 bp s10076 / s9964 pLEI235.1 
76 bp s10077 / s9964 pLEI236.2 
75 bp s10077 / s9964 pLEI236.1 
 
Bei der Konstruktion von pLEI236 wurde neben dem gesuchten Plasmid pLEI236.2 auch 
weiteres Plasmid pLEI236.1 mit einer Mutation gefunden, indem eine Base zwischen der 
vermuteten -35- und -10-Region verloren ging. T. thermophilus HB27 wurde jeweils mit den 
sechs Plasmiden (Abb. 42) transformiert. Die Expression des Reportergens bglT wurde 
durch Zugabe von 0,2 % Cellobiose für 6 h bei 70°C induziert. Um die Promotoraktivität zu 
bestimmen, wurde die β-Glycosidase-Aktivität von dem Reporter BglT in den löslichen 
Rohextrakten ermittelt (Abb. 42). 
 
Abb. 42 Festlegung des 5´-Endes der Promotorsequenz von Pcel. Das Pcel enthaltende Fragment 
wurde vom 5´-Ende her jeweils um 40 bp und im letzten Schritt um 39 bp bis hin zur vermutlichen -35-
Region verkürzt. Die Promotoraktivität, die mit den einzelnen Plasmiden in T. thermophilus HB27 mit 
und ohne Induktion durch Cellobiose erhalten wurde, wurde anhand der BglT Aktivität mit dem 
Substrat pNP-β-Gal bei 70°C bestimmt. 
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Wie in Abb. 42 dargestellt, konnte die Pcel -Promotorregion vom 5´-Ende her bis auf 39 bp 
vor der vermuteten -35-Sequenz verkürzt werden, ohne die Aktivität zu verändern. Die 
Promotorregion in pLEI236.2, die unmittelbar mit der vermuteten -35-Region am 5´-Ende 
anfängt, führte in etwa zu einer Halbierung der BglT-Aktivität sowohl bei induzierten als auch 
bei nicht-induzierten Zellen. Dies weist darauf hin, dass keine Operator-Bindestelle 
stromaufwärts der -35-Region vorhanden ist. Die Mutation in der Promotorregion von 
pLEI236.1 führte zu einer weiteren Erniedrigung der Promotoraktivität, doch zeigte sich noch 
eine Induktion durch Cellobiose. 
Bei allen bisher konstruierten Promotortest-Vektoren mit DNA-Fragmenten aus der Pcel 
Promotorregion unterschieden sich die nach Induktion mit Cellobiose erhaltenen BglT-
Aktivitäten nur um den Faktor 2,5 bis 3 von denen, die auch ohne Induktion erhalten wurden, 
abgesehen von denen, bei denen der Promotor offensichtlich beschädigt wurde. Dies deutet 
auf eine hohe basale Transkriptionsaktivität des Pcel Promotors hin. Da bei allen Versuchen 
immer noch das bglT-Gen im Genom vorhanden ist, war es daher interessant zu 
untersuchen, ob sich diese Ergebnisse auch mit anderen Reportergenen bestätigen ließen. 
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4.3.4 Expression der GH-Gene agaT und amo45 unter Kontrolle von Pcel 
Mit dem Plasmid pLEI235.1 (Abb. 43) steht ein Expressionsvektor für T. thermophilus HB27 
zur Verfügung, in dem das zu exprimierende Zielgen durch den regulierbaren Promotor Pcel 
(114 bp) kontrolliert wird. Um die Verwendbarkeit dieses Expressionsvektors zu testen, 
wurden 2 GH-Gene thermophilen Ursprungs ausgewählt. Dies waren das agaT-Gen 
TT_P0072 aus T. thermophilus TH125 (Fridjonsson et al. 2000), das eine α-Galaktosidase 
kodiert und das Gen amo45, das bereits zuvor in E. coli exprimiert worden war, und eine 
thermostabile α-Amylase kodiert (siehe Kapitel 4.1.5). 
 
Abb. 43: D-Cellobiose-induzierbarer Expressionsvektor pLEI235.1 für die Genexpression in T. 
thermophilus HB27 
 
4.3.4.1 Konstruktion der Expressionsvektoren für agaT und amo45 
Der Vektor pLEI235.1 wurde zunächst für die Klonierung von amo45 optimiert, in dem eine 
NdeI Restriktionsschnittstelle zwischen SD-Sequenz und bglT eingefügt wurde. Diese 
Umkonstruktion erfolgte durch eine erneute Amplifikation der SD-Sequenz und des 5´-Endes 
von bglT mit Hilfe der Oligonukleotide s9982 (SpeI, NdeI) / s9983 (BamHI). Das erhaltene 
PCR-Fragment wurde anschließend zurück in den Vektor pLEI235.1 kloniert, der zuvor mit 
SpeI und BamHI behandelt wurde. Dies ergab das Plasmid pLEI250.2. Für die Klonierung 
von amo45 wurde ein Fusionsgen konstruiert, das die ersten fünf Codons (einschließlich 
Startcodon) von bglT für eine effiziente Translationsinitiation enthält. Das amo45-Gen wurde 
mit den Oligonukleotiden s7422b (NdeI) / s7423 (HindIII) aus pSH24 amplifiziert und über die 
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Schnittstellen NdeI und HindIII in pLEI250.2 kloniert. Dadurch entstand der Vektor pLEI306.3, 
der dann für die Expression des amo45-Gens verwendet wurde. 
Für die Klonierung von agaT wurde der unveränderte Expressionsvektor pLEI235.1 
verwendet. Das agaT-Gen wurde zusammen mit eigener SD-Sequenz mithilfe der 
Oligonukleotiden s10876 (SpeI) / s10878 (HindIII) aus der genomischen DNA von TH125 
amplifiziert. Das PCR-Fragment und pLEI235.1 wurden jeweils mit den Restriktionsenzymen 
SpeI und HindIII verdaut, miteinander ligiert und in E. coli DH5α transformiert. Der 
resultierende Vektor wurde als pLEI312.3 bezeichnet. 
4.3.4.2 Expression von agaT und amo45 
Um die Expression der Gene agaT und amo45 unter Kontrolle von Pcel zu untersuchen, 
wurde T. thermophilus HB27 jeweils mit den zuvor erhaltenen Expressionsvektoren 
pLEI312.3 (agaT) bzw. pLEI306.3 (amo45) transformiert. Die Genexpression wurde mit 0,2 % 
Cellobiose während der Kultivierung für 6 h bei 70°C induziert. Als Kontrollen wurden die 
entsprechende Kultur ohne Zugabe von Cellobiose verwendet sowie der Stamm ohne 
Plasmid. Die Produktion der Genprodukte wurde anhand der Aktivitäten der entsprechenden 
Enzyme in löslichen Rohextrakten aufgeschlossener Zellen bestimmt. Die α-Galaktosidase-
Aktivität von AgaT wurde mit dem Substrat pNP-α-Gal bei 70°C ermittelt. Die α-Amylase-
Aktivität von Amo45 wurde mit CNP-G3 als Substrat bei 85°C bestimmt (Abb. 44). 
 
Abb. 44: Expression von agaT (pLEI312.3) und amo45 (pLEI306.3) unter Kontrolle von Pcel in T. 
thermophilus HB27. Die α-Galaktosidase-Aktivität von AgaT und die α-Amylase-Aktivität von Amo45 
in den löslichen Rohextrakten wurden jeweils mit dem Substrat pNP-α-Gal bei 70°C bzw. CNP-G3 bei 
85°C ermittelt. 
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Wie in Abb. 44 dargestellt, zeigten lösliche Rohextrakte von T. thermophilus HB27 Zellen, die 
kein Plasmid enthielten, nach Kultivierung mit oder ohne Cellobiose eine gleich hohe α-
Amylase-Aktivität von ca. 110 mU mg-1 gegenüber dem Substrat CNP-G3. Diese 
Hintergrundaktivität bei T. thermophilus für das Substrat CNP-G3 könnte von der Aktivität 
weiterer, nicht näher spezifizierter α-amylolytischer Enzyme herrühren. T. thermophilus 
HB27 Zellen mit pLEI306.3 (amo45-Gen) zeigten ähnliche Aktivitätswerte, selbst wenn sie 
mit Cellobiose induziert wurden. Mit Hilfe einer SDS-PAGE Analyse konnte keine Bande mit 
dem für Amo45 berechneten Molekulargewicht identifiziert werden, weder in den löslichen 
noch in den unlöslichen Rohextrakten (Daten nicht gezeigt). Damit kann davon ausgegangen 
werden, dass amo45 unter Kontrolle von Pcel in T. thermophilus HB27 nicht exprimiert wurde. 
Rohextakte von T. thermophilus HB27 Zellen wiesen eine geringe endogene α-
Galaktosidase-Aktivität gegenüber dem Substrat pNP-α-Gal auf (Abb. 44). Zellen von T. 
thermophilus HB27/pLEI312.3, die das agaT-Gen tragen, zeigten bereits eine signifikante 
Erhöhung der α-Galaktosidase-Aktivität, die durch Zugabe von Cellobiose noch weiter von 
ca. 120 auf 240 mU mg-1 gesteigert werden konnte. Diese Aktivitätszunahme um das 2-fache 
ist vergleichbar mit der Expression des Reportergens bglT unter Kontrolle des Pcel Promotors.  
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4.3.5 Untersuchung zur Erniedrigung des Basalspiegels des Cellobiose-
Promotors 
Die Sequenzen in den Plasmiden pLEI210.10 und pLEI211.12 (Abb. 41) beinhalten auch das 
Gen TT_P0038, das für einen der LacI-Familie zuordneten Regulator/Repressor kodiert und 
von dem vermutet wurde, dass er den Pcel Promotor reprimiert. Damit wurde die geringe 
BglT-Aktivität erklärt, die mit diesen beiden Plasmiden erhalten wurde. Eine Optimierung des 
Pcel Promotors hin zu höheren Transkriptionsraten könnte durch die daraus ebenfalls 
resultierende höhere Menge an Repressor wieder zunichte gemacht werden. Um dies zu 
umgehen, wurde das Regulatorgen TT_P0038 unter Kontrolle des eigenen Promotors Pcel 
separat im Vektor pLEI235.1 eingefügt (Abb. 45). 
Zunächst wurde in dem Ausgangsvektor pLEI235.1 eine BclI Restriktionsschnittstelle 
zwischen rrnB und PslpA eingefügt, indem der PslpA Promotor zusammen mit dem Kanamycin-
Resistenzgen KmR mithilfe von s10445 (NheI, BclI) und s10440 (PstI) erneut amplifiziert und 
schließlich in den zuvor mit den Restriktionsenzymen NheI und PstI behandelten Vektor 
pLEI235.1 kloniert wurde. Dadurch entstand das Plasmid pLEI278.1. Anschließend wurden 
die Pcel Promotorregion zusammen mit dem Regulatorgen TT_P0038 mit den 
Oligonukleotiden s10455 (BamHI) und s9960 (SpeI) aus pLEI206.3 amplifiziert. Nach Verdau 
des PCR-Fragments mit BamHI und SpeI wurde das Fragment mit den kompatiblen BclI- 
und NheI-Enden des zuvor erhaltenen Vektors pLEI278.1 ligiert. Das daraus resultierende 
Plasmid pLEI280.1 (Abb. 45) enthält neben der bereits vorhandenen Transkriptionseinheit 
Pcel + bglT eine zusätzliche Transkriptionseinheit Pcel + TT_P0038 für die Coexpression des 
Regulatorgens TT_P0038. Letztere ist ebenfalls durch den Terminator rrnB terminiert. 
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Abb. 45: Konstruktion des Plasmids pLEI280.1, das das Regulatorgen TT_P0038 mit eigenem 
Promotor zusätzlich enthält. 
 
T. thermophilus HB27 wurde mit dem Plasmid pLEI280.1 transformiert und die Produktion 
des Reporterproteins BglT mit Cellobiose für 6 h bei 70°C induziert. Zum Vergleich diente T. 
thermophilus HB27 und HB27/pLEI235.1. Die β-Glycosidase-Aktivität in den löslichen 
Fraktionen der Rohextrakte wurde mit pNP-β-Gal als Substrats bei 70°C ermittelt (Abb. 46). 
 
Abb. 46: β-Galaktosidase-Aktivität in den Stämmen T. thermophilus HB27 ohne Expressionsvektor 
bzw. mit den Vektoren pLEI235.1(bglT) sowie pLEI280.1(bglT; TT_P0038) nach Anzucht mit und ohne 
Cellobiose 
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Wie in Abb. 46 gezeigt, wird die Aktivität von Pcel stromaufwärts von bglT durch das 
gleichzeitig vorhandene Gen TT_P0038 von ca. 200 mU mg-1 (pLEI235.1) auf 70 mU mg-1 
(pLEI280.1) reduziert. Dies bestätigt die Funktion des Regulatorproteins als Pcel Repressor. 
Im Folgenden wird daher das Regulatorprotein (TT_P0038) als Cellobiose-
Regulator/Repressor (CelR) bezeichnet.  
Durch die Kopie des celR Gens in pLEI280.1 wurde auch die durch Cellobiose induzierbare 
β-Glycosidase-Aktivität im Vergleich zum Plasmid pLEI235.1 herabgesetzt, von ca. 670 auf 
430 mU mg-1. Der Vorteil der geringeren Basalexpression ging allerdings zu Lasten der 
möglichen Maximalinduktion, die ebenfalls reduziert wurde. Zur Optimierung dieses Systems 
erscheint also eine diffizilere Expression des Repressorgens dringend geboten. Idealerweise 
sollte dies bei der im Genom vorhandenen Genkopie geschehen. 
Desweiteren wirkte sich bei den vorgestellten Untersuchungen der Expressionsvektoren die 
weitere, im Genom vorhandene Kopie des bglT-Gens störend aus, da diese ebenfalls zur 
hohen Basalaktivität beitrug. Um diese Probleme anzugehen, bedurfte es der Entwicklung 
effizienter Methoden, beliebige Veränderungen im Genom von T. thermophilus vorzunehmen. 
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4.4 Entwicklung eines auf codA-basierenden Deletionssystems  
Für die Deletion von bglT standen mehrere Möglichkeiten zur Verfügung, wie z.B. die 
Insertion eines Selektionsmarkers in das bglT-Gen (Fridjonsson et al. 2000) oder der 
Austausch von bglT gegen einen Selektionsmarker (Park und Kilbane 2004). Diese Art von 
Geninaktivierung begrenzt jedoch die Möglichkeit für weitere Gendeletionen, da die wenigen 
zur Verfügung stehenden Selektionsmarker auf diese Weise einmalig verbraucht werden. 
Auch ein bereits publiziertes Gegenselektionssystem, dass auf dem pyrE-Gen basiert (Ohta 
et al. 2006), hat zwei Nachteile, zum einen muss zunächst das pyrE-Gen aus dem 
Zielstamm deletiert werden, um es anwenden zu können und zum anderen wird der Stamm 
dann auxotroph für Uracil. Daher wurde überlegt, eine Gegenselektionsmethode (Wang et al. 
2015) ohne die oben erwähnten Schwächen zu entwickeln. 
T. thermophilus HB27 besitzt die Gene pyrE (TT_C1385) und upp (Uracil-Phosphoryl-
transferase TT_C0946) für den Pyrimidin-Metabolismus (siehe Einleitung Abb. 4), jedoch 
kein codA (Cytosindesaminase) oder Orthologe von diesem. Daher kann ein heterologes 
codA-Gen direkt als gegenselektierbarer Marker in T. thermophilus HB27 verwendet werden. 
Ein eventuell in T. thermophilus HB27 verwendbares codA-Gen (Tmar_1477) konnte in dem 
Stamm Thermaerobacter marianensis DSM 12885 identifiziert werden. T. marianensis DSM 
12885 hat einen GC-Gehalt von 72,5%, eine optimale Wachstumstemperatur von 74°C bis 
76°C und ein pH-Optimum von 7,0 bis 7,5 (Takai et al. 1999), Eigenschaften, die mit den 
optimalen Wachstumsparametern von T. thermophilus HB27 vergleichbar sind.  
4.4.1 Überprüfung der Funktionalität von CodA und CodAB aus T. marianensis in 
T. thermophilus HB27  
Thermaerobacter marianensis DSM 12885 besitzt nicht nur codA (Tmar_1477), sondern 
auch codB (Tmar_1476). Das codB-Gen kodiert für eine Cytosin-Permease, welche den 
Cytosin-Transport in die Zelle fördert. Es wurde bereits berichtet, dass CodB für eine 
effizientes CodAB-Gendeletionssystem in Gluconobacter gebraucht wird (Kostner et al. 
2013). Von daher wurde nicht nur codA, sondern auch codA zusammen mit codB (codAB) in 
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den zuvor entwickelten Vektor pLEI203.2 unter Kontrolle des konstitutiven Trehalose-
Promotors Ptre kloniert, um deren Expression und Funktionalität in HB27 zu überprüfen. 
Die codA- und codAB-Gene wurden jeweils mit den Oligonukleotiden s10198 / s10199 und 
s10198 / s10200 aus genomischer DNA von Thermaerobacter marianensis DSM 12885 
amplifiziert. Die PCR-Fragmente wurden mit den Restriktionsenzymen BglII / HindIII 
behandelt und gegen bglT in pLEI203.2 ausgetauscht. Dadurch entstanden die Plasmide 
pLEI255.1 für CodA und pLEI256.1 für CodAB (Abb. 47). 
 
Abb. 47: Plasmide pLEI255.1 und pLEI256.1 zur Überprüfung der Funktionalität von CodA bzw. 
CodAB in T. thermophilus HB27. Die Gene codA bzw. codAB befinden sich unter Kontrolle des 
Trehalose-Promotors Ptre. 
 
Mit diesen beiden Plasmiden wurde T. thermophilus HB27 transformiert. Die Selektion der 
Transformanten erfolgte auf TB-Platten mit 25 µg ml-1 Kanamycin. Um die Expression von 
codA und codAB bzw. die Funktionalität der Genprodukte zu überprüfen, wurden die Zellen 
von T. thermophilus HB27/pLEI255.1 und HB27/256.1 auf M162 Minimal-Platten, die 
Glucose und 5-Fluorocytosin (5-FC) beinhalten, ausgestrichen. Da unklar war, welche 
Konzentration von 5-FC nötig war, um die Zellen vollständig durch 5-FC zu hemmen, wurde 
die Konzentration von 5-FC in den M162-Platten von 15 bis 150 µg ml-1 variiert. Zur Kontrolle 
wurde T. thermophilus HB27 auf den verwendeten Platten ausgestrichen. Die Platten wurden 
bei 65°C für drei Tage inkubiert. Dabei wurde festgestellt, dass sowohl T. thermophilus 
HB27/pLEI255.1 (CodA) als auch HB27/pLEI256.1 (CodAB) bereits bei einer Konzentration 
von 15 µg ml-1 5-FC vollständig gehemmt waren, während der T. thermophilus HB27 Wildtyp 
eine Konzentration bis 50 µg ml-1 5-FC tolerierte. Offensichtlich kann T. thermophilus HB27 
5-FC auch ohne Hilfe von CodB aufnehmen und produziert mit Hilfe der Plasmide pLEI255.1 
und pLEI256.1 genügend aktives CodA-Protein, das schließlich zur Inhibition der Thymidylat-
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Synthetase und somit zur Wachstumshemmung führt. Daher wurde ausschließlich das codA-
Gen als Gegenselektionsmarker für die Konstruktion des Gendeletionssystems verwendet. 
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4.4.2 Konstruktion eines Vektors für genomische Deletion 
Für die Gendeletion in T. thermophilus HB27 wurde zunächst in E. coli ein Vektor konstruiert, 
der als Suizidplasmid in Thermus nicht repliziert werden kann. Der Vektor besteht aus dem 
pUC18-Replikationsursprung, dem codA-Gen unter Kontrolle des konstitutiven Ptre -
Promotors, einem Transkriptionsterminator (rrnB), einer Kanamycin-Resistenz-Kassette 
(KmR) unter der Kontrolle des PslpA zur Selektion des Plasmids sowohl in E. coli als auch in T. 
thermophilus HB27 und eine multiple cloning site (MCS) für die Klonierung der 5´- bzw. 3´-
flankierenden Regionen des zu deletierenden Gens (Abb. 48). 
 
Abb. 48: Restriktionskarte des Vektors pLEI269.1 zur genomischen Modifikation von T. thermophilus 
 
Die Sequenz von codA aus Thermaerobacter marianensis DSM 12885 (codA_Tmar) besitzt 
viele ungünstige Restriktionsschnittstellen wie BamHI, NdeI und KpnI, die Klonierungen 
erschweren. Deshalb wurde die Gensequenz von codA synthetisch hergestellt. Dabei 
wurden Erkennungssequenzen für 11 häufig benutzte Restriktionsenzyme durch 
Basenaustausch unter Berücksichtigung der Codon-Usage von T. thermophilus beseitigt 
(Anhang 5). Bei der Synthese wurde dem codA-Gen eine BamHI bzw. HindIII 
Restriktionserkennungssequenz jeweils vor dem zweiten Codon bzw. nach dem Stopcodon 
angehängt. 
Um die MCS, die die Restriktionsschnittstellen PstI, PvuII, ScaI, SpeI, AgeI und KpnI 
beinhaltet, in den Vektor einzufügen, wurde der pUC18-Replikationsursprung und der 
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Promotor Ptre mit Hilfe der Oligonukleotide s10346 (MCS) und s9551 (BamHI) aus pLEI255.1 
(Ptre -codA) amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde mit den Restriktionsenzymen PstI / 
BamHI behandelt und zusammen mit dem synthetisierten codA-Gen (BamHI / HindIII) und 
dem Fragement für rrnB-PslpA-KmR (HindIII / PstI) aus pLEI255.1 ligiert. Aus dieser 3-
Fragment-Ligation resultierte der Vektor pLEI269.1 (Abb. 48). 
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4.4.3 Überprüfung des auf codA-basierenden Deletionssystems in 
T. thermophilus HB27 durch Deletion von Carotinoid-Biosynthese-Genen  
T. thermophilus HB27 produziert Carotinoide (Brock 1984), insbesonders Thermozeaxanthin 
(Yokoyama et al. 1996; Yokoyama et al. 1995), das T. thermophilus Zellen eine 
charakteristische Gelbfärbung verleiht. Die Carotinoid-Biosynthese-Gene sind auf dem 
Megaplasmid pTT27 lokalisiert. Die Deletion dieser Gene diente als anschauliches Modell, 
um die Anwendbarkeit des codA-Gegenselektionssystem zu demonstrieren, denn die 
Entfernung des einen oder anderen Gens aus dem mehrstufigen Prozess der Carotinoid-
Biosynthese sollte zu farblichen Veränderungen der Mutanten führen (Abb. 49). Es wurden 
drei Carotinoid-Biosynthese-Gene deletiert: CYP175A1, crtY und crtI (TT_P0069, 0060 und 
0066), die jeweils für eine β-Carotin-Hydroxylase der P450-Superfamilie (Blasco et al. 2004), 
die Lycopin-β-Cyclase und die Phytoin-Desaturase (Henne et al. 2004; Brüggemann und 
Chen 2006) kodieren.  
 
Abb. 49: Ausschnitt aus dem Carotinoid-Biosynthese-Weg von T. thermophilus HB27 (Stark et al. 
2013; Yokoyama et al. 1996; Tian und Hua 2010; Hoshino et al. 1993; Henne et al. 2004). Die 
Funktionen von CrtB, CYP175A1 und CruC wurden bereits experimentell bestätigt, während die 
Funktion von crtI und crtY aufgrund der Homologie zu verwandeten Genen postuliert wurde. Die 
natürlichen Farben von Phytoin-, Lycopin-, β-Carotin- und β-Cryptoxanthin/Zeaxanthin-produzierenden 
Zellen sind jeweils in Klammern angegeben. Abkürzung: CrtB = Phytoin-Synthase, CrtI = Phytoin-
Desaturase, CrtY = Lycopin-β-Cyclase, CYP175A1 = β-Carotin-Hydroxylase der P450-Superfamilie, 
CruC = Zeaxanthin-Glycosyltransferase. 
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4.4.3.1 Konstruktion von Vektoren zur Deletion von Carotinoid-Biosynthese-Genen 
und Isolierung der Mutanten 
Die 5´- und 3´-flankierenden Regionen von CYP175A1, crtY und crtI in einer Größe von je 
etwa 850 bp wurden mit Oligonukleotiden (siehe Tab. 36) und genomischer DNA von T. 
thermophilus HB27 als Template amplifiziert. Die PCR-Fragmente wurden mit den in Tab. 36 
angegebenen Restriktionsenzymen behandelt, und mit DNA von pLEI269.1 ligiert, die mit 
den gleichen Restriktionsenzymen vorbehandelt war. Dadurch entstanden die Vektoren 
pLEI270.5, pLEI271.7 und pLEI273.2. 
Tab. 36: Klonierung der drei die Carotinoid-Biosynthese-Gene CYP175A1, crtY und crtI kodierenden 
Regionen aus T. thermophilus HB27 in pLEI269.1. Angegeben sind die für die PCR und später für die 
Identifizierung der Mutanten verwendeten Oligonukleotide sowie die für die Klonierung verwendeten 
Restriktionsenzyme. 
Zielgen 5´-flank. Region 3´-flank. Region Konst. Plasmid Identifizierung-PCR 
CYP175A1 s10347 / s10348  
(MunI / PstI) 
s10349 / s10350  
(PstI / SpeI) 
pLEI270.5 s10363 / s10364 
crtY s10351 / s10352 
(MunI / PstI) 
s10353 / s10354 
 (PstI / SpeI) 
pLEI271.7 s10365 / s10366 
crtI s10359 / s10360  
(MunI / SalI) 
s10361 / s10362  
(SalI / SpeI) 
pLEI273.2 s10369 / s10370 
 
T. thermophilus HB27 wurde jeweils mit den Vektoren pLEI270.5, pLEI271.7 und pLEI273.2 
transformiert. Aufgrund der fehlenden autonomen Replikation der Vektoren in T. 
thermophilus HB27, sollten bei Kanamycin-resistenten Transformanten die Vektoren über 
homologe Rekombination in das Megaplasmid pTT27 integriert worden sein (Abb. 50). Nach 
der Transformation wurden die Zellen zunächst auf TB-Platten mit 50 µg ml-1 Kanamycin bei 
65° C über Nacht selektiert. Ausgewählte Kolonien wurden auf TB-Platten mit Kanamycin 
vereinzelt. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Um ihre Sensitivität gegenüber 5-FC 
zu überprüfen, wurden die Kanamycin-resistenten Kolonien aus der letzten Vereinzelung auf 
M162-Platten, die 0,2 % Glucose und 15 µg ml-1 5-FC enthielten, bei 65° C für 72 h inkubiert. 
Die Anwesenheit des integrierten Vektors, d.h. das Vorhandensein von codA im Genom, 
führte wie erwartet zu einer Sensitivität gegenüber 15 ug ml-1 5-FC. Im nächsten Schritt 
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wurden dann 10 ml TB-Medium ohne Kanamycin mit einer Kanamycin-resistenten, 5-FC-
sensitiven Kolonie angeimpft. Die Zellkultur wurde bei 70° C über Nacht inkubiert. Die 
Übernachtkultur wurde in einer Verdünnung von 1:104 in 10 ml TB-Medium mit 15 µg ml-1 5-
FC überführt, und für weitere 6 Stunden bei 70° C inkubiert. Währenddessen sollte durch 
eine zweite homologe Rekombination entweder das Carotinoid-Biosynthese-Gen zusammen 
mit dem Vektor deletiert werden oder nur der Vektor verloren geht und der Wildtyp 
wiederhergestellt werden (Abb. 50). In beiden Fällen führt der Vektorverlust zur Resistenz 
gegen 5-FC und zur Sensitivität gegenüber Kanamycin. Anschließend wurden die Kulturen 
1:10 oder 1:100 mit sterilem H2O verdünnt und jeweils 100 µl auf M162-Platte mit 5-FC (15 
ug ml-1) ausplattiert. Die Platten wurden anschließend bei 65° C für 72 h inkubiert. Einige 5-
FC-resistente Kolonien wurden ausgesucht und zwei- bis dreimal auf M162-Platten mit 5-FC 
vereinzelt. Schließlich wurden sie auf TB-Platten ausgestrichen, um ein schnelleres 
Wachstum bei 65° C zu bekommen. Die Sensitivität der Zellen gegenüber Kanamycin und 
ihre Resistenz gegen 5-FC wurden jeweils auf TB-Platten mit Kanamycin und auf M162-
Platten mit 5-FC getestet. Kolonien, die eine Deletion der Carotinoid-Biosynthese-Gene 
trugen, wurden durch PCR mit den in Tab. 36 angegebenen Oligonukleotiden identifiziert. 
Die drei dabei erhaltenen Mutanten wurden jeweils als T. thermophilus LW35 (∆CYP175A1), 
LW37(∆crtY) und LW40(∆crtI) bezeichnet. 
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Abb. 50: Prinzip des Gegenselektionssystems für eine gezielte Gendeletion in T. thermophilus HB27 
am Beispiel des crtY-Gens. Der Vektor pLEI271.7 enthält die flankierenden Regionen von crtY 
(TT_P0060), eine Kanamycin-Resistenzkassette und das codA-Gen für die Cytosindesaminase als 
Gegenselektionsmarker. Die Bindungsstellen der Oligonukleotide s10365 und s10366, die für PCR zur 
Identifizierung der Deletion verwendet wurden, sind angegeben. 
 
4.4.3.2 Überprüfung der Mutanten 
Um die Carotinoid-Synthese der erhaltenen Mutanten zu analysieren wurden die drei 
Stämme zusammen mit HB27 Wildtyp in TB-Medium bei 70° C für 24 h kultiviert. Die Zellen 
wurden durch Zentrifugation pelletiert und in Kaliumphosphatpuffer resuspendiert. Alle 
Zellsuspensionen hatten die gleiche Zellkonzentration (Abb. 51). 
 
Abb. 51: Zellsuspensionen (OD = 6 – 8) von T. thermophilus HB27 Wildtyp, LW35 (∆CYP175A1), 
LW37 (∆crtY) und LW40 (∆crtI) in Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6,5). Die Farben weisen auf die 
produzierten Carotinoide hin, nämlich auf Thermozeaxanthin (Wildtyp), β-Carotin (∆CYP175A1), 
Lycopin (∆crtY) und Phytoin (∆crtI). 
 
Ergebnisse 
152 
T. thermophilus HB27 Wildtyp zeigt die typische gelbe Farbe, während T. thermophilus 
LW35 (∆CYP175A1) β-Carotin wegen der fehlenden β-Carotin-Hydroxylase in der 
Zellmembran anreichert und daher eine orange Farbe präsentiert. Die Deletion von crtY (T. 
thermophilus LW37), welches für Lycopin-β-Cyclase kodiert, führt zu einer Anhäufung des 
roten Lycopins, welches eine rosa Färbung der Zellsuspension hervorruft. Die Phytoin-
Desaturase CrtI wandelt farbloses Phytoin zu Lycopin um. Daher besitzen die Zellen von T. 
thermophilus LW40 (∆crtI) einen weißen Phänotyp (siehe Abb. 49; Abb. 51). 
Die produzierten Carotinoide der jeweiligen Mutanten wurden weiter mit Hilfe einer 
Dünnschichtchromatographie (DC)-Analyse identifiziert. Die Carotinoide von T. thermophilus 
HB27, LW35, LW37 wurden, wie im Kapitel Materialien und Methoden beschrieben, 
extrahiert und zusammen mit β-Carotin und Lycopin als authentische Standards durch 
Dünnschichtchromatographie analysiert (Abb. 52). T. thermophilus LW37 (∆crtY) akkumuliert 
Lycopin, β-Carotin und kleinere Mengen an Lycopin konnten im Extrakt von T. thermophilus 
LW35 (∆CYP175A1) nachgewiesen werden. Die erhaltenen Rf-Werte der Proben waren 
jeweils 0 (T. thermophilus HB27), 0,97 (β-Carotin als authentischer Standard), 0,97 (T. 
thermophilus LW35, ∆CYP175A1), 0,91 (Lycopin als authentischer Standard) und 0,91 (T. 
thermophilus LW37, ∆crtY). 
 
Abb. 52: Dünnschichtchromatographie der Carotinoid-Extrakte von T. thermophilus HB27 (Wildtyp), 
LW35 (∆CYP175A1) und LW37 (∆crtY) im Vergleich mit β-Carotin und Lycopin als authentische 
Standards.  
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4.4.4 Deletion von bglT 
T. thermophilus HB27 zeigt eine hohe endogene β-Glycosidase-Aktivität, die vermutlich von 
dem auf dem Megaplasmid vorhandenen bglT-Gen verursacht wird. Um diese Aktivität zu 
unterdrücken und bglT als Reporter zu verwenden (siehe Kapitel 4.3.5), wurde das Gen 
mittels des auf codA-basierenden Deletionssystems aus dem Genom von T. thermophilus 
HB27 deletiert.  
4.4.4.1 Konstruktion von Vektoren zur Deletion von bglT und Isolierung eines bglT 
negativen Stammes 
Die 5´- und 3´-flankierenden Regionen von bglT wurden mit den Oligonukleotiden s9978 / 
s10236 (MfeI / PstI) und s9980 / s9981 (PstI / KpnI) aus genomischer DNA von HB27 
amplifiziert. Die PCR-Fragmente wurden mit den Restriktionsenzymen MfeI und PstI bzw. 
PstI und KpnI geschnitten und mit dem Vektor pLEI269.1 ligiert, der mit KpnI und MfeI 
linearisiert worden war. Daraus resultierte der Deletionsvektor pLEI257.1. Wie für die 
Deletion der Carotinoid-Biosynthese-Gene beschrieben, wurde zunächst T. thermophilus 
HB27 mit pLEI257.1 transformiert und anschließend durch die Gegenselektionsstrategie 5-
FC resistente und Kanamycin-sensitive Kolonien isoliert. Die bglT-Mutanten wurden mit Hilfe 
einer PCR identifiziert. Um die genomische DNA zu isolieren, wurden die Kolonien von den 
TB-Platten gekratzt und mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit (beschrieben in Materialien und 
Methoden) behandelt. Die dadurch gewonnene genomische DNA wurde als Matrize für die 
PCR mit den Oligonukleotiden s10068 / s10069 eingesetzt. Als Kontrolle dienten die 
genomische DNA von HB27, die Plasmid-DNA von pLEI257.1 und die genomische DNA von 
HB27::pLEI257.1 mit dem integrierten Vektor. Die PCR-Produkte wurden dann auf einem 
Agarosegel aufgetrennt (Abb. 53). 
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Abb. 53: PCR zur Identifizierung der Deletion von bglT in T.thermophilus HB27. Die genomische DNA 
von T. thermophilus HB27 (Wildtyp), LW14 (pLEI257.1 im Genom integriert), LW19 (∆bglT) und 
Plasmid-DNA des Vektors pLEI257.1 wurden als Template für die PCR mit den Oligonukleotiden 
s10068 / s10069 verwendet. Die Fragmente wurden auf einem 0,7% Agarosegel aufgetrennt. Die 415 
bp, 1723 bp und 6943 bp Markierungen auf der linken Seite des Gels entsprechen den erwarteten 
Fragmentgrößen. 
 
Das Oligonukleotidpaar s10068 / s10069 bindet stromauf- und stromabwärts des bglT-Gens 
und sollte mit genomischer DNA des T. thermophilus HB27 Wildtyps als Template ein PCR-
Fragment von 1723 bp ergeben (Abb. 53). Bei dem ∆bglT-Deletionsstamm (LW19) sollte ein 
um 1308 bp verkürztes 415 bp Fragment auftreten. Mit dem Deletionsvektor pLEI257.1 als 
Template sollte ebenfalls ein PCR-Fragment mit einer von 415 bp auftreten. Von T. 
thermophilus HB27::pLEI257.1 DNA als Template, wurden drei PCR-Fragmente mit den 
Größen von 415, 1723 und 6943 bp erwartet. In diesem Fall konnte das große Fragment von 
6943 bp, das dem gesamten integrierten Vektor entspricht (Abb. 53), nicht unter den 
verwendeten PCR-Bedingungen nachgewiesen werden. Einer der dabei erhaltenen bglT-
Deletionsstämme wurde als T. thermophilus LW19 (∆bglT) bezeichnet und für weitere 
Untersuchungen eingesetzt. 
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4.4.4.2 β-Glycosidase-Assay von T. thermophilus LW19 
Nachdem die Deletion des bglT-Gens im Stamm LW19 auf DNA-Ebene nachgewiesen war, 
wurde die β-Glycosidase-Aktivität dieses Stammes getestet. Hierzu wurden T. thermophilus 
HB27 Wildtyp und LW19 bei 70°C kultiviert und mit Cellobiose für 6 h induziert. 
Anschließend wurde die β-Glycosidase-Aktivität in den löslichen Rohextrakten für das 
Substrat pNP-βGal bei 70°C ermittelt (Abb. 54).  
 
Abb. 54: β-Glycosidase-Aktivität in löslichen Rohextrakten von T. thermophilus HB27 und LW19 
(∆bglT). Für die nicht-induzierten Proben (-) wurden die Zellen in TB-Medium für insgesamt 8 h bei 
70°C inkubiert. Für die induzierten Proben (Cel) wurden den Zellen nach 2 h-Kultivierung in TB-
Medium Cellobiose zugegeben. Die Induktion erfolgte für 6 h. Die Messung der Enzymaktivität erfolgte 
in Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6,5) bei 70° C mit pNP-β-Gal als Substrat. 
 
Wie im Abb. 54 dargestellt, wies der ∆bglT-Stamm eine reduzierte β-Glycosidase-Aktivität 
(3 mU mg-1) im Vergleich zum Wildtyp (ca. 8 mU mg-1) auf. Dieses Ergebnis stimmte überein 
mit veröffentlichten Daten (Park und Kilbane 2004; Fridjonsson et al. 2000, 2000, 2000), die 
besagen dass sich die β-Galaktosidase-Aktivität von T. thermophilus durch Deletion des 
bglT-Gens um ca. die Hälfte reduziert. Durch Indukton mit Cellobiose zeigte der Wildtyp eine 
Aktivitätssteigerung um ca. 40 mU mg-1 bzw. das 5-fache, wohingegen der Deletionsstamm 
eine gleichbleibende Aktivität aufwies. Diese Ergebnisse bestätigten die vorherigen 
Annahmen bezüglich des Cellobiose-Operons und der Induzierbarkeit des Promotors Pcel 
durch Cellobiose. 
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4.4.5 Expression des bglT-Gens in T. thermophilus LW19 
Durch die Deletion der genomischen Kopie von bglT sollte nun die Expression von bglT unter 
dem Pcel Promotor (114 bp) auf dem Expressionsvektor pLEI235.1 und die Regulation dieses 
Promotors durch Cellobiose genauer zu untersuchen sein. Zellen von T. thermophilus LW19 
(∆bglT) wurden mit dem Expressionsvektor pLEI235.1 transformiert und die Genexpression 
mit 0,2 % Cellobiose für 6 h bei 70°C induziert. Die Produktion von BglT wurde dann sowohl 
durch einen β-Glycosidase-Aktivitätstest als auch durch 10 % SDS-PAGE analysiert (Abb. 
55). 
 
Abb. 55: Expression des bglT-Gens in T. thermophilus LW19/pLEI235.1 und Vergleich mit T. 
thermophilus LW19 (∆bglT) nach Induktion mit Cellobiose (Cel). Die β-Glycosidase-Aktivität in den 
löslichen Rohextrakten (ÜS) wurde gegenüber dem Substrat pNP-β-Gal bei 70°C ermittelt. Die 
Produktion von BglT wurde mittels SDS-PAGE (10 %) analysiert. BglT besitzt ein Molekulargewicht 
von 49 kDa. 
 
Die SDS-PAGE Analyse in Abb. 55 zeigt eine Proteinbande in T. thermophilus 
LW19/pLEI235.1 bei 49 kDa, die dem Molekulargewicht von BglT entspricht. Diese fehlt im 
plasmidlosen Stamm LW19 und ist deutlich schwächer im nicht-induzierten LW19/pLEI235.1. 
Daher kann man annehmen, dass es sich bei dieser Bande um BglT handelt. Weiterhin 
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zeigte der Rohextrakt von LW19/pLEI235.1 ohne Cellobiose eine β-Glycosidase-Aktivität von 
ca. 220 mU mg-1, die vergleichbar mit der Aktivität bei HB27/pLEI235.1 war (Abb. 46). In 
Rohextrakten aus Kulturen von LW19/pLEI235.1, die mit Cellobiose induziert worden sind, 
wurde eine β-Glycosidase-Aktivität von ca. 570 mU mg-1 gemessen. Diese Aktivität ist 
geringfügig weniger als die, die mit HB27/pLEI235.1 (ca. 670 mU mg-1 Abb. 46) erzielt 
worden war, und erklärt sich durch die Deletion der genomischen Kopie von bglT. 
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5 Diskussion 
5.1 Optimierung der heterologen Genexpression von Glycosid-Hydrolasen in 
Escherichia coli 
Im ersten Teil dieser Arbeit wurde versucht die Expression von sieben GH-Genen in E. coli 
zu optimieren, welche vermutlich aus thermophilen Mikroorganismen stammen. Darunter 
waren vier α-Amylasen, nämlich Amo 42, 43, 44 und 45, die zwei branching enzymes Amo59 
und 63 sowie die Chitinase ChiA, deren Enzymfunktionen von homologen Proteinsequenzen 
in der GenBank abgeleitet waren. Da es kein allgemeingültiges Lösungskonzept für die 
Optimierung der heterologen Genexpression in E. coli gibt, ist der primäre Schlüssel für die 
erfolgreiche Synthese von rekombinanten Proteinen eine individuelle Kombination von 
molekularbiologischen Werkzeugen (Sørensen und Mortensen 2005). Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde eine allgemeine Strategie (Abb. 56) etabliert, um die Gene in E. coli zu 
exprimieren. 
 
Abb. 56: Vorgehensweise zur Optimierung der heterologen Expression von Genen in E. coli.  
argU 1: tRNA-Gen für seltenes Codon AGA (Arg). 
erv1p 2: Gen der Sulfhydryloxidase für die intrazelluläre Bildung von Disulfidbrücken. 
E. coli SoluBL21 3: kommerzieller E. coli Stamm, der die Löslichkeit heterolog produzierter Proteine 
verbessern kann. 
CAEC 4: konventionelle Anionenaustauschchromatographie. 
IMAC 5: immobilisierte Metallaffinitätschromatographie für Proteine mit His-Tag.  
Strep-Tactin 5: Reinigung der Proteine mit Strep-Tag mittels Strep-Tactin-Säule. 
Ulp1 6: die Ulp1-Protease erkennt das Smt3-Protein spezifisch und spaltet somit das Fusionsprotein 
MBP-Smt3-Zielprotein spezifisch am C-Terminus von Smt3. 
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Als Expressionssystem wurde der L-Rhamnose-induzierbare Vektor pJOE5751.1 ausgewählt, 
der sich vor allem durch eine geringe Basalexpression auszeichnet und damit im nicht-
induzierten Zustand einen Schutz vor toxischen Genprodukten bieten kann. Die Zielgene 
können in diesem Vektor mit den ersten fünf Codons des β-Galaktosidase-Gens aus E. coli 
sowie dem 3´-Ende einer His-Tag-Sequenz fusioniert werden (Abb. 57), wodurch eine 
optimale Transkriptions- und Translationsinitiationsregion gegeben ist. Gleichzeitig ergibt 
sich durch die His-tag Sequenz die Möglichkeit der Proteinreinigung über IMAC. Bei löslicher 
und hoher Produktion der Zielproteine konnte sofort mit der Reinigung der Proteine über 
IMAC begonnen werden. Allerdings war dies für die hier untersuchten Proteine meist nicht 
der Fall. Tatsächlich wurden meist nur sehr geringe Mengen produziert. Bei der Genanalyse 
der zu exprimierenden Gene zeigte sich, dass praktisch alle Gene einen hohen Anteil an für 
E. coli seltene Codons aufwiesen. Deshalb wurde versucht diese Gene in Anwesenheit des 
Helferplasmids pCodon+ zu exprimieren, das außer argU noch die tRNA-Gene ileY und 
leuW trägt. Eine weitere Strategie war die Expression der Gene in dem Expressionsvektor 
pLEI40.2, in den zuvor das argU tRNA Gen eingefügt worden war. Durch die zusätzliche 
Bereitstellung der tRNAs konnte meist die Produktion der GHs verbessert werden. Dabei 
zeigte sich ein zweites Problem, nämlich dass ein hoher Anteil an produzierten Protein in der 
unlöslichen Proteinfraktion zu finden war. 
Um die Löslichkeit der produzierten Proteine zu erhöhen, wurde die Genexpression zunächst 
bei niedrigeren Wachstumstemperaturen durchgeführt, z.B. bei 25°C oder 20°C. Mit Hilfe der 
herabgesetzen Temperaturen konnte allerdings keine Verbesserung der Löslichkeit von 
His6-Amo45 als Beispiel festgestellt werden. Ein weiterer Ansatz zur Verbesserung der 
Löslichkeit stellte ihre Produktion als MBP-Fusionsproteine dar. Hierzu standen eine Reihe 
von Expressionsvektoren (Abb. 57) zur Verfügung. Mit allen getesteten GH-Genen konnte 
eine Verbesserung der Löslichkeit erzielt werden. Um eine Entfernung des MBP-
Fusionspartners zu erreichen, wurden die Fusionsproteine MBP-Smt3-GHs mit der Ulp1-
Protease in vitro oder in vivo prozessiert. Für die in vivo Prozessierung wurden zwei Ansätze 
verfolgt. Zum einen wurde eine Coexpression mit dem Helferplasmid pLEI19.4 (Abb. 58), das 
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die Ulp1-Protease exprimiert, durchgeführt. Eine weitere Alternative waren neu konstruierte 
E. coli Stämme LW1, LW7 und LW11 mit genomisch integriertem ulp1. Alternativ zur 
Proteinfusion mit MBP oder MBP-Smt3 wurde eine Fusion mit der chaperonabhängigen 
Peptidsequenz P1 (mobile loop) durchgeführt. Damit wurde z.B. im Falle von Amo45 eine 5-
fach höhere Menge an aktivem Protein erzielt.  
 
Abb. 57: Die in dieser Arbeit verwendeten bzw. konstruierten Vektoren zur Optimierung der 
Expression der GH-Gene und Erhöhung der Löslichkeit der Genprodukte. 
 
 
 
Abb. 58: Die in dieser Arbeit verwendeten bzw. konstruierten Helferplasmide zur Optimierung der 
Expression der GH-Gene und Erhöhung der Löslichkeit der Genprodukte. 
 
Eine weitere Strategie zur Erhöhung der Löslichkeit stellte die Coexpression der 
Chaperongene groEL-ES (pGro7) oder dnaK/dnaJ/grpE (pKJE7) dar (Abb. 58). Ebenso 
wurde der genetisch veränderte E. coli Stamm SoluBL21, der die Löslichkeit heterolog 
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produzierter Proteine verbessern kann, angewendet. Es konnte schließlich festgestellt 
werden, dass unter Verwendung des MBP-Fusionsproteins zusammen mit dem 
entsprechenden Chaperonplasmid im E. coli Stamm SoluBL21 die höchste Ausbeute an 
löslichem aktivem Protein erzielt werden konnte. 
5.1.1 Die Rolle der tRNA-Coexpression 
Eine wichtige Verbesserung der Genexpression war die Bereitstellung der Gene für in E. coli 
seltene tRNAs. Alle der oben genannten GH-Gene wiesen eine hohe Anzahl an AGA (argU), 
AGG (argW), AUA (ileY) und CUA (leuW) Codons auf. Daher wurde versucht, den bei einer  
Expression dieser Gene in E. coli resultierenden tRNA-Mangel durch Bereitstellung 
zusätzlicher Kopien der tRNA-Gene auf dem Expressionsvektor oder einem Helferplasmid zu 
kompensieren. In allen Fällen genügte die Bereitstellung von argU, da die tRNAargU neben 
den AGA Codons auch die AGG Codons decodiert und damit auch die Expression solcher 
Gene verbesserte, die viele AGG (argW) aber wenige AGA (argU) besaßen. Umgekehrt 
konnte das argW Gen nicht argU ersetzen. Diese Beobachtung ist in Übereinstimmung mit 
publizierten Daten (Brinkmann et al. 1989; Wakagi et al. 1998). Zudem zeigte sich, dass die 
für E. coli seltenen Codons AUA (ileY) und CUA (leuW) keine oder nur geringe 
Auswirkungen auf die Expression der hier untersuchten Gene hatten, obwohl sie in diesen 
häufig vorkamen. Allerdings hatte im Falle von amo43 und amo44 keine der bereitgestellten 
tRNA-Gene einen messbaren Effekt auf die Expression. Neben der Codon-Usage spielen 
noch andere Faktoren eine wichtige Rolle für eine erfolgreiche Expression eines Gens wie 
die Translationsinitiationsregion oder die Sekundärstruktur der mRNA eines Gens (Kudla et 
al. 2009). In einem Modell wurde versucht, diese Zusammenhänge darzustellen (Chu et al. 
2014). Danach ist eine hohe Genexpression nur dann möglich, wenn sowohl die Initiation der 
Translation als auch die Elongation effizient ablaufen, d. h. wenn eine hohe Affinität des 
Ribosoms zu der vorhandenen Bindestelle sowie eine hohe Freigaberate des Startcodons 
vorliegen. Eine Platzierung von Codons am 5´-Ende der mRNA für die ausreichend tRNAs 
zur Verfügung stehen, fördert das zügige Ablösen des Ribosoms von der Initiationsstelle, 
sodass ein weiteres neu rekrutiertes Ribosom auf ein freies Startcodon treffen kann und die 
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Translation in mehreren Durchgängen zügig voranschreitet (Chu et al. 2014). Der für die 
Genexpression verwendete L-Rhamnose-induzierbare Expressionvektor wurde so 
konstruiert, dass neben einer optimierten Ribosomenbindestelle die ersten fünf Codons der 
hoch exprimierbaren β-Galaktosidase von E. coli an das 5´-Ende der zu translatierenden 
Sequenz angefügt wurden, in den meisten Fällen gefolgt von 6 Histidin Codons. Dies sollte 
zumindest eine hohe Affinität des Ribosoms zu der mRNA und eine hohe Freigaberate des 
Startcodons gewährleisten und hatte sich auch in vielen Fällen wie bei der Expression des 
eGFP-Gens bewährt. Warum diese Maßnahmen neben der Bereitstellung von seltenen 
tRNA-Genen bei amo42 und 43 keine Wirkung zeigten, darüber kann nur spekuliert werden. 
So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass manche Codon-Kombinationen Shine-
Dalgarno-ähnliche Sequenzen bilden, die durch Hybridisierung von mRNA und 16S rRNA ein 
Pausieren der Ribosomen an diesen Stellen verursachen (Li et al. 2012). Ein Rückfalten der 
mRNA könnte die Shine-Dalgarno Sequenz oder das Startcodon für Ribosomen 
unzugänglich machen. Rho-abhängige und unabhängige Terminationssequenzen könnten 
einen Abbruch der mRNA-Synthese bewirken. Schließlich könnten die Genprodukte Ziel der 
E. coli eigenen Proteasen sein. Die mittels der zusätzlichen Kopien von tRNAargU und 
tRNAargW vermehrt produzierten Genprodukte der GH-Gene befanden sich hauptsächlich in 
der unlöslichen Fraktion der Proteinrohextrakte. Somit wurden die Proteinfaltung und damit 
die Synthese eines funktionsfähigen (nativen) Enzyms durch die Coexpression der 
getesteten tRNA-Gene nicht verbessert. Ähnliches wurde auch für andere Gene beschrieben. 
So wurde bei der Expression des Gens für die α-Glucosidase der Hefe (reich an AGA/AGG) 
durch die Coexpression der tRNAargU die Translationsrate erhöht, jedoch auch die 
Proteinaggregation stimuliert. Die produzierte Gesamtmenge an α-Glucosidase stieg um das 
4-fache, wohingegen der Anteil an löslichem Protein sogar um ein Drittel sank (Fahnert et al. 
2004). Die seltenen Codons in einem Gen können durchaus auch einen positiven Effekt auf 
die Löslichkeit eines Proteins haben, indem sie Translationspausen entlang der mRNA 
bewirken und es der den ribosomalen Tunnel verlassenden neu synthetisierten 
Polypeptidkette ermöglicht, sich co-translational zu falten, ohne durch nachfolgende 
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Peptidketten beeinflußt zu werden (Thanaraj und Argos 1996; Oresic und Shalloway 1998). 
Durch die überexprimierten tRNA Gene wird also die translationale Pause aufgehoben und 
dadurch eine höhere Translationsgeschwindigkeit erreicht, jedoch erfolgt keine korrekte 
Faltung der produzierten Proteine und es kommt zur deren Aggregation (Rosano und 
Ceccarelli 2009). Wieweit diese Überlegungen auf die hier untersuchten Gene zutrifft, ist 
schwer zu sagen, da die Organismen, aus denen die Gene isoliert wurden, nicht bekannt 
sind und damit auch nicht deren Codon-Usage. 
5.1.2 Fusionsproteine und Ulp1-Spaltung 
Das zweite wichtige Problem, die Bildung von unlöslichem Genprodukt, wurde durch die 
Expression als MBP-Fusionsprotein gelöst. Die Fusion der Proteine Amo42, 43, 45, 59, 63 
und ChiA mit dem Maltose-Bindeprotein auf Genebene führte zu einer Steigerung der 
Produktion der Proteine sowie einer erhöhten Löslichkeit, wie es auch für eine Vielzahl 
anderer Proteine gezeigt wurde (Raran-Kurussi und Waugh 2012; Waugh 2005). Allerdings 
entsprach die Steigerung nicht einer proportionalen Zunahme an aktiven Proteinen. D. h., ein 
Teil der Proteine wurde zwar löslich produziert, war katalytisch jedoch nicht aktiv. Dies lässt 
sich durch die Mizellen-Theorie erklären (Nominé et al. 2001), laut der die nicht gefalteten 
oder falsch gefalteten GH-Proteine von den hydrophilen löslichen MBPs umhüllt werden und 
deswegen in der Lösung bleiben. 
Mit Hilfe des Ulp1/Smt3-Systems lässt sich ein Fusionsprotein gezielt und effizient durch die 
Protease Ulp1 spalten. Allerdings muss bei der Fusion auf die ersten Aminosäuren (AS) 
geachtet werden. Zu große AS, wie Arg, Phe und Trp können möglicherweise die 
nachfolgende Ulp1-Prozessierung blockieren, wenn sie direkt auf das Gly-Gly-Motiv von 
Smt3 folgen. Üblicherweise erfolgt die Ulp1-Spaltung in vitro. Einfacher wäre es, wenn die 
Spaltung in vivo durchgeführt werden könnte. Dies müßte allerdings erst nach der Synthese 
des Fusionsproteins passieren, damit MBP bei der Faltung des Zielproteins die Faltung noch 
unterstützen kann. In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst das ulp1-Gen unter der 
Kontrolle von Para (mit araC) auf einem Helferplasmid bereitgestellt. Es stellte sich jedoch 
heraus, dass die basale Aktivität von Para auf dem Helferplasmid nicht niedrig genug war, um 
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eine Ulp1-freie Bedingung für die Synthese des Fusionsproteins zu gewährleisten. Daher 
wurde das ulp1-Gen unter der Kontrolle von Para (ohne araC) ins Genom von E. coli integriert. 
Der Stamm E. coli LW1 (Para -ulp1), in dem ulp1 nur in einer einfachen Kopie im Genom 
vorlag und kein zusätzliches Aktivatorgen araC vorhanden war, lieferte das gewünschte 
Ergebnis in Bezug auf die Regulierbarkeit der Ulp1-Spaltung. In diesem Stamm ließ sich nun 
die Produktion des Fusionsproteins zeitlich von der Spaltung trennen. Ohne Induktion von 
ulp1 wurde nur eine sehr kleine Menge der Fusionsproteine prozessiert. Wenn dann zu 
einem späteren Zeitpunkt ulp1 induziert wurde, reichte die Menge des induzierten Ulp1 aus, 
um alle Fusionsproteine zu prozessieren.  
In einigen Fällen konnte beobachtet werden, dass die Aktivität des nativen Enzyms nach der 
in vitro Ulp1-Spaltung im Vergleich zum MBP-Smt3-fusionierten Enzym gesteigert wurde. Im 
Falle von MBP-Smt3-Amo45 erhöhte sich die α-Amylase-Aktivität um ca. 30 %. 
Überraschenderweise kam es bei den branching enzymes MBP-Smt3-Amo59 und MBP-
Smt3-Amo63 sogar zu einer 4-fachen Erhöhung. Möglicherweise wurde die Substrat-
Bindetasche der GHs durch den Fusionspartner MBP(-Smt3) blockiert und dieser Effekt 
durch seine Entfernung wieder aufgehoben. 
5.1.3 Chaperone und Chaperonabhängige Peptidsequenzen 
Die Coexpression der die Chaperone kodierenden Gene groEL-ES verbesserte die 
Löslichkeit der rekombinanten Proteine, welche kleiner waren als ca. 85 kDa, wie His6-
Amo45 (76 kDa) und MBP-ChiA (82 kDa), zeigte jedoch keine Wirkung auf das relativ große 
MBP-Amo45 Protein (118 kDa). Dies stimmt überein mit der Literatur, nach der GroEL-
GroES nur Proteine in der Faltung oder im Abbau unterstüzen kann, die kleiner als 85 kDa 
sind (Chaudhuri et al. 2001) (Huang und Chuang 1999). Dagegen förderte der 
DnaK/DnaJ/GrpE-Komplex geringfügig die Faltung des relativ großen MBP-Amo45 Proteins, 
nicht jedoch die des relativen kleinen MBP-ChiA Proteins. 
Bei der Coexpression von Chaperongenen wurde beobachtet, dass die Überproduktion der 
Chaperone oft die Produktion der Zielproteine verringerte. Offensichtlich steht die extrem 
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hohe Produktion der Chaperonkomplexe in Konkurrenz zur Synthese der Zielproteine. Durch 
eine aufeinanderfolgende Induktion von Zielprotein und Chaperon konnte dieses Problem 
etwas reduziert werden. 
Neben dem MBP konnte auch ein sehr viel kleineres Peptid zur Unterstützung des 
Faltungsvorgangs von Zielproteinen verwendet werden, nämlich die Peptidsequenz P1 
(mobile loop) aus der „mobile loop region“ von GroES, die mit GroEL interagiert. Im Vergleich 
zu dem nur mit 6 Histidin Codons fusionierten His6-amo45 wurde durch die P1-amo45 
Fusion eine 5-fach höhere Menge an aktivem Protein erzielt. Entsprechend der Funktion von 
P1 ist es naheliegend anzunehmen, dass die P1-Sequenz die Affinität der naszierenden 
Peptidkette von Amo45 zu GroEL erhöht, wodurch die Faltung von Amo45 durch GroEL 
gefördert wird. Andererseits konnte gezeigt werden, dass bei Coexpression von P1-amo45 
und groEL-ES durch das Helferplasmid pGro7 die Menge an löslichen aktiven P1-Amo45 
sogar abnahm. Wie bereits oben beschrieben, liegt dies sehr wahrscheinlich daran, dass die 
Produktion von Amo45 mit der gleichzeitigen Produktion von GroEL in Konkurrenz tritt und 
damit die Synthese von P1-Amo45 reduziert. 
Um die Frage zu beantworten, ob die hier verwendete P1 (mobile loop) Sequenz generell die 
Faltung anderer problematischer Proteine unterstützt, müsste sie noch mit weiteren Genen 
geprüft werden. 
5.1.4 Bildung der Disulfidbrücken mittels Erv1p 
Die Aktivität und möglicherweise die Löslichkeit von Proteinen, die intramolekulare 
Disulfidbrücken benötigen, sollte durch die Coexpression des Sulfhydryloxidase-Gens erv1p 
erreicht und verbessert werden. Hierzu standen der Vektor pLEI123.33 (Abb. 57) oder das 
Helferplasmid pLEI136.6 (Abb. 58) zur Verfügung und wurden für die Expression des Gens 
für alkalische Phosphatase (phoA) getestet. Bei der Coexpression von erv1p wurde die 
intrazelluläre Produktion von aktivem His6-PhoA, das zwei Disulfidbindungen nach dessen 
Sekretion in das Periplasma aufweist, in E. coli JM109 jeweils um das ca. 9-fache bzw. 12-
fache (von ca. 40 auf 500 U mg-1) erhöht, je nachdem, ob das erv1p-Gen in dem 
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Helferplasmid kloniert oder in dem Expressionsvektor dicistronisch integriert war. Diese 
Aktivitätssteigerung von PhoA mit Hilfe von Erv1p fiel jedoch deutlich geringer aus als in der 
Literatur beschrieben, wonach eine 1.000-fache Aktivitätssteigerung (als relatives Maß 
angegeben) beobachtet wurde (Hatahet et al. 2010). Eine Erklärung könnte darin liegen, 
dass von Hatahet et al. der Expressionsvektor pET23 in Kombination mit dem Stamm E. coli 
BL21 (DE3) verwendet wurde, in dem nur sehr geringe Mengen an PhoA in Abwesenheit von 
Erv1p produziert wurde und dieser sehr kleine Anfangswert dann für die Berechnung 
verwendet wurde.  
Die Produktion von aktiven Amo45 wurde bei der Coexpression von erv1p nicht verbessert. 
Es liegt sehr wahrscheinlich daran, dass die α-Amylase Amo45 zwar 6 Cysteine besitzt, 
diese jedoch keine Disulfidbrücken bilden. Bei anderen hier verwendeten GHs gab es auch 
keinen Hinweis auf Disulfidbrücken und es konnte auch in keinem Fall eine Verbesserung 
der Aktivität erreicht werden. 
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5.2 T. thermophilus HB27 als Produktionsstamm für Proteine 
Für die gezielte Genexpression in T. thermophilus HB27 wurde zunächst ein 
Expressionsvektor konstruiert, in dem notwendige Komponenten in ihren minimalen Größen 
verwendet wurden. Diese waren als Selektionskassette das Kanamycin-Resistenzgen (Liao 
et al. 1986; Hoseki et al. 1999) unter Kontrolle des PslpA Promotors, die sowohl E. coli als 
auch T. thermophilus Kanamycin-Resistenz vermittelt (Lasa et al. 1992b), eine 850 bp lange 
Sequenz aus dem pUC18 Plasmid für die Replikation in E. coli sowie eine 1,85 kb lange 
Sequenz aus dem Plasmid pMY1 für die Replikation des Plasmids in T. thermophilus. Für die 
Expression der Zielgene wurde zunächst der Ptac-Promotor verwendet, durch den das bglT-
Gen konstitutiv exprimiert werden konnte. Gewöhnlich führt eine konstitutive starke 
Expression mit einem Multicopy Plasmid zu Instabilität des Plasmids. Um den Ptac-Promotor 
zu regulieren, wäre die Anwesenheit des Lac-Repressorgens lacI notwendig gewesen. Da 
aber nicht davon auszugehen war, dass dieses Protein thermostabil ist, wurde nun versucht, 
den Ptac-Promotor gegen einen T. thermophilus-eigenen regulierbaren Promotor 
auszutauschen. Derzeit ist für T. thermophilus Expressionsvektoren nur ein regulierbarer 
Promotor bekannt, nämlich der Nitratreduktase-Promotor Pnar (Moreno et al. 2003), der in T. 
thermophilus HB8 sowie in HB27::nar verwendet werden kann. Die Aktivität dieses 
Promotors wird durch Mangel an Sauerstoff induziert. Dies beschränkt die Kultivierung der 
Stämme auf anaerobe Bedingungen. Um einen regulierbaren Promotor in T. thermophilus zu 
finden und diesen für einen Expressionsvektor anzuwenden, wurden insbesondere Gene 
betrachtet, die am Zuckerstoffwechsel beteiligt sind. Anzumerken sei hier, dass die 
Funktionen annotierter Gene im T. thermophilus HB27 Genom in den meisten Fällen nicht 
biochemisch bestätigt sind. Deshalb mußte zunächst herausgefunden werden, auf welchen 
Zuckern die Zellen von T. thermophilus HB27 wachsen können. Von den untersuchten 
Disacchariden erlaubt D-Cellobiose, Maltose, Palatinose, Saccharose, D-Trehalose und D-
Turanose das Wachstum von T. thermophilus HB27. Unter den sechs Disacchariden weist 
D-Cellobiose (D-Glc-β-(1→4)-D-Glc) eine β-glucosidische Verbindung auf, während alle 
übrigen Zweifachzucker eine α-glycosidische Bindung besitzen. Darauffolgend wurde das 
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Genom von T. thermophilus HB27 auf Gene, die an der Verstoffwechselung von diesen 
Disacchariden beteiligt sein könnten, analysiert. Danach wurden das Cellobiose-Operon und 
das Trehalose-Operon, sowie das bereits in der Literatur beschriebene TMSP-Operon bzw. 
deren Promotoren, die mithilfe der abgeleiteten Konsensussequenz von T. thermophilus 
HB27 und HB8 identifiziert wurden, eingehender untersucht.  
Der Promotor PmalE aus dem TMSP-Operon kontrolliert die Expression dreier Gene für einen 
ABC-Transporter bestehend aus MalE, MalF und MalG (Abb. 35). Die für die Energetisierung 
des Transporters notwendige ATPase fehlt. Wie bereits von Chevance et al (Chevance et al. 
2006) beschrieben, zeigte dieser Promotor PmalE auch ohne Zugabe von möglichen 
Induktoren eine hohe Aktivität, die sich nochmals durch Zugabe von Glucose und Maltose 
etwas steigern ließ. Der Promotor Ptre aus dem vermuteten Trehalose-Operon kontrolliert 
ebenfalls die Gene für einen ABC-Transporter. In diesem Fall sollte der Transporter anhand 
der Annotierung in der GenBank für die Aufnahme von Trehalose zuständig sein. Auch hier 
zeigte der Promotor ohne Zugabe von Trehalose oder anderen Disaccharden bereits eine 
hohe Aktivität, die allerdings nicht weiter durch mögliche Induktoren gesteigert werden 
konnte. Bei dem vermuteten Cellobiose-Operon konnte nur vor dem Regulatorgen (celR) 
TT_P0038 ein Promotor identifiziert werden, nicht jedoch zwischen dem Regulatorgen und 
dem SBP-Gen TT_P0039. Daher kann man davon ausgehen, dass das Regulatorgen Teil 
des Operons ist. Untersuchungen des als Pcel bezeichneten Promotors zeigten, dass 
Cellobiose als einzige der getesteten Zucker Pcel aktiviert. Im induzierten Zustand wies Pcel  
die höchste Aktivität  im Vergleich zu den Promotoren PmalE und Ptre auf.  
Aufgrund der Induzierbarkeit durch Cellobiose wurde der Pcel -Promotor für die Konstruktion 
des Expressionsvektors pLEI235.1 verwendet. Die Funktionalität dieses regulierbaren 
Expressionsvektors konnte anhand der Expression des bglT-Gens nach der Induktion mit 
Cellobiose nachgewiesen werden. Neben den Enyzmmessungen des Genproduktes BglT 
konnte auch eine Proteinbande, die der Größe von BglT entsprach, mithilfe der SDS-PAGE 
identifiziert werden (siehe Abb. 55). Dies zeigt, dass dieser Promotor stark genug ist für die 
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heterologe Expression von Genen und dass damit Proteine bis zu circa 5-10 % des 
Zellproteins von T. thermophilus HB27 produziert werden können. 
5.2.1 Regulierbarkeit des Pcel –Promotors und CelR-Protein 
Idealerweise sollte bei der Verwendung dieses Cellobiose-induzierbaren 
Expressionssystems ohne Induktion keine Aktivität des Reporters gemessen werden. Dies 
war jedoch nicht der Fall, auch ohne Zugabe von Cellobiose war bereits eine relativ hohe 
BglT Aktivität von ca. 200 - 300 mU mg-1 vorhanden, die in mit Cellobiose induzierten Zellen 
nur um das 2,5- bis 3-fache auf ca. 700 mU mg-1 gesteigert werden konnte. Dabei trug die im 
Genom vorhandene Kopie des Reportergens bglT ebenfalls zu dieser Aktivität (siehe Abb. 
54) bei. Diese konnte durch Deletion des genomischen bglT-Gens im ∆bglT-Stamm (T. 
thermophilus LW19) redigiert werden. Aber auch in diesem Stamm zeigte das 
plasmidcodierte bglT-Gen eine ähnliche Induzierbarkeit wie im Wildtyp-Stamm. Die geringe 
Induzierbarkeit könnte eine Ursache darin haben, dass der durch das genomische celR-Gen 
produzierte Repressor durch den auf dem Plasmid befindlichen Pcel Promotor/Operator 
austitriert wird. Daher wurde das celR-Gen zusätzlich in den Expressionsvektor (pLEI280.1) 
kloniert. Dies verringerte zwar die Basalexpression von bglT, jedoch auch dessen 
Expression in den mit Cellobiose induzierten Zellen und war daher keine Lösung. Ein 
weiteres Problem könnte sein, dass der Induktor Cellobiose durch das überproduzierte 
Reporterprotein BglT zu schnell abgebaut wird, und somit kein Induktor in ausreichender 
Menge zur Verfügung steht. Daher wurde das Thermus-eigene α-Galaktosidase-Gen agaT 
als Reportergen eingesetzt. Bei der Verwendung von agaT (pLEI312.3) wurde auch hier 
sowohl im Wildtyp HB27 als auch im ∆bglT-Stamm (Daten nicht gezeigt) nur eine etwa 2-
fache Induktion der α-Galaktosidase-Aktivität (von ca. 120 auf 240 mU mg-1) erhalten, 
ähnlich wie im Falle von bglT als Reportergen. Somit konnte die Möglichkeit des Abbaus des 
Induktors Cellobiose als Ursache der geringen Induzierbarkeit ausgeschlossen werden. 
Da die Anwesenheit von celR auf dem Plasmid zu einer nur geringen Induktion führte, kann 
davon ausgegangen werden, dass das Genprodukt von TT_P0038 (CelR) offensichtlich der 
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Repressor des Cellobiose-Operons ist. Ob nun Cellobiose (β-(1-4) verknüpfte Glucose) 
selbst oder die eventuell durch eine Transferase-Reaktion des BglT erzeugte Sophorose (β-
(1-2)), Laminaribiose (β-(1-3)) oder Gentiobiose (β-(1-6)), ähnlich dem Lactose-Operon von E. 
coli, zur Induktion des Operons führt, könnte beispielsweise durch Mobility-Shift-Assays 
detaillierter untersucht werden. Weiterhin könnte die Bindestelle von CelR in Pcel durch DNA-
Footprinting bestimmt werden.  
Bei dem Regulatorgen tauchte die Frage auf, welches Codon als Startcodon des celR-Gens 
dient. Die Durchsuchung der GenBank mit Hilfe des Programms Protein-Blast lieferte drei 
mögliche Startcodons, zwei mit ATG und ein drittes mit GTG. Wie in Abb. 36 gezeigt, konnte 
das erste mögliche ATG Startcodon dadurch ausgeschlossen werden, da es zwischen der 
vermuteten -35 und -10 Sequenz liegt. Wie die Deletion des Pcel Promotors vom 5´-Ende her 
zeigte, kamen nur diese beiden, ubiquitär in Prokaryoten vorhandenen Sequenzen als 
Promotor in Frage. Das zweite ATG folgt nur 9 bp nach der -10 Sequenz. In den üblichen 
Promotoren wäre dies zu nahe an der -10 Sequenz, da die 5´-untranslatierte Region einer 
mRNA mit Shine-Dalgarno-Sequenz mehr als 12 Basen benötigt. Bei der Analyse des 
Arginin Genclusters von T. thermophilus wurde gezeigt, das neben argF auch eine Reihe 
weiterer Gene ohne eine 5´-nicht-translatierte Region (5´-UTR) transkribiert werden, das 
heißt, der mRNA Startpunkt liegt unmittelbar vor oder fällt mit dem Adenin des ATG 
Startcodons zusammen, eine SD-Sequenz fehlt (Sanchez et al. 2000). Für mRNAs ohne 5´-
UTRs wurde zunächst stromabwärts nach dem Startcodon eine Region postuliert, die als 
Downstream Box (DSB) bezeichnet wurde und komplementär an die Nukleotide zwischen 
Position 1483 und 1469 der E. coli 16S rRNA binden sollte (Sprengart et al. 1990). Diese 
Hypothese wurde später verworfen, nachdem gezeigt wurde, dass das Startcodon die 
einzige und essentielle Vorraussetzung für die Translation dieser mRNAs war (Moll et al. 
2001). Im Falle von celR käme also das zweite ATG als Startcodon in Frage. Allerdings folgt 
ein Transkriptionsstartpunkt gewöhnlich etwa 6 Basen nach der -10 Sequenz. Im Falle von 
celR wären dies ungewöhnliche 9 Basen. Ähnliches wurde aber auch für argF gefunden, 
auch hier betrug der Abstand der -10 Sequenz von dem Adenin des Startcodons 9 Basen, 
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während der Transkriptionsstart auf 6 und 8 Basen nach der -10 Sequenz durch S1 
Nuklease-Kartierung bestimmt wurde (Sanchez et al. 2000). 
Alternativ käme auch das GTG-Codon als Translationsstart für celR in Frage. Allerdings 
konnte keine eindeutige SD-Sequenz vor diesem potentiellen Startcodon identifiziert werden. 
Andererseits, da celR ja Teil des Operons ist und von diesem Regulatorprotein nur sehr 
wenige Moleküle benötig werden, würde eine schwache Ribosomenbindestelle dafür sorgen, 
das trotz hoher mRNA-Mengen nur wenige Regulatorproteine synthetisiert werden, während 
die stromabwärts gelegenen Gene durch bessere SD-Sequenzen auch in größeren Mengen 
translatiert werden können.  
Vergleicht man die Aminosäuresequenzen von LacI und dem verwandten CelR zeigt sich die 
größte Überenstimmung, wenn man das 2. ATG-Codon von celR als Startcodon nimmt. Das 
GTG-Codon als Start würde bedeuten, dass CelR mitten in dem Helix-Turn-Helix-Motiv für 
die DNA-Bindung beginnt. Man kann daher davon ausgehen, dass das 2. ATG-Codon auch 
das Startcodon für celR ist und die CelR mRNA translatiert wird, die ohne längere 5´-UTR 
mit SD-Sequenz auskommt. 
5.2.2 Produktion von BglT, AgaT und Amo45 
Mit Hilfe des etablierten Pcel -Expressionssystems für T. thermophilus konnte das BglT 
Protein mit einer maximalen Ausbeute von ca. 700 mU mg-1 im Rohextrakt produziert werden. 
Im Vergleich mit der in E. coli erreichten Menge von ca. 8 U mg-1 (H. Watzlawick, 
unveröffentlicht), bei der das bglT-Gen mit Hilfe des tac-Vektors pHWG543 exprimiert wurde, 
ist diese in T. thermophilus erreichte Produktion ca. um den Faktor 10 geringer. Abgesehen 
von den unterschiedlichen Promotoren bzw. Expressionstämmen, die eingesetzt wurden, 
liegt der Unterschied im Wesentlichen an der niedrigen Kopienzahl (etwa 4 – 10) des auf 
dem pMY1-basierenden Expressionsvektors für T. thermophilus. Bei der Untersuchung von 
PdnaK - und Parg -Promotoren mit bglT als Reportergen in T. thermophilus HB27 erreichte 
Park et al. eine maximale Genexpression von bglT mit 10,1 mU mg-1 β-Galaktosidase-
Aktivität im Rohextrakt (HB27/pTEX7) (Park und Kilbane 2004). Wobei das dabei 
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verwendete Plasmid pTEX7 den gleichen Replikationsursprung besaß wie der in dieser 
Arbeit verwendete Expressionsvektor. Allerdings wurde der Enzymtest bei 37°C statt bei 
70°C vorgenommen. Mithilfe der bereits erklärten Temperaturabhängigkeit von BglT, die zu 
einem ca. 6-fachen Unterschied zwischen 37°C und 70°C führt (Ohta et al. 2006), könnte 
diese von Park et al. gemessene Aktivität von 10,1 mU mg-1 auf ca. 60 mU mg-1 
nährungsweise korrigiert werden. Im Vergleich dazu wurden in dieser Arbeit unter ähnlichen 
Bedingungen ca. 10-fach höhere Mengen des BglT-Proteins produziert. 
Die α-Galaktosidase AgaT konnte in einer Menge von ca. 240 mU mg-1 in Rohextrakten von 
T. thermophilus HB27/pLEI312.3 produziert werden. Bisher sind keine Daten über eine 
heterologe Expression in E. coli oder eine Produktion mithilfe eines alternativen 
Expressionssystems in Thermus bekannt. Es wurde jedoch eine α-Galaktosidase (AgaT) aus 
Thermus brockianus ITI360 untersucht, die eine Aminosäuresequenzidentität von 75 % mit 
der aus T. thermophilus HB27 aufweist (Fridjonsson et al. 1999). Mithilfe des pBTac1-
Vektors wurde dieses AgaT-Protein in E. coli heterolog produziert. Dabei wurde eine 
spezifische α-Galaktosidase-Aktivität von 4,6 U mg-1 bei 75°C im Rohextrakt festgestellt. 
Aufgrund des Sequenzunterschieds ist dieser Wert allerdings nicht direkt vergleichbar mit 
dem von AgaT aus T. thermophilus HB27. 
Das amo45-Gen konnte mit Hilfe des Pcel -Expressionsvektors nicht in ausreichendem Maß 
exprimiert werden, um dessen Genprodukt mithilfe einer Enzymmessung detektieren zu 
können (siehe Abb. 44). Dies lag sehr wahrscheinlich daran, dass amo45 ein Übermaß an 
AGA (Arg; 1,8%), AUA (Ile; 3,4%), UUA (Leu; 1,9%), GAU (Asp; 3,0%) und CAU (His; 2,1%) 
besitzt, während solche Codons in T. thermophilus HB27 mit jeweils 0,08%, 0,12%, 0,11%, 
0,17% und 0,09% (Codon Usage Database Kazusa) sehr selten vorkommen. Darüber hinaus 
besitzt das amo45-Gen einen relativ geringen GC-Anteil von 47 %, während T. thermophilus 
HB27 als Wirt eine Zusammensetzung von 70 % GC hat. Diese Unterschiede könnten eine 
entscheidende Rolle bei der heterologen Expression von amo45 in T. thermophilus HB27 
gespielt haben. 
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Interessanterweise zeigte T. thermophilus HB27 eine hohe Enzymaktivität gegenüber dem 
Substrat CNP-G3, mit dem der Enzymtest für die α-Amylase Amo45 durchgeführt wurde. D. 
h., T. thermophilus HB27 produziert Enzyme, die α-(1-4)-glycosidische Bindungen spalten. 
Diese wurden bisher nicht identifiziert. Allerdings wurde eine Reihe von Genen annotiert, 
deren Genprodukte Homologie zu Amylasen, Pullulanasen und α-Glucosidasen aufweisen 
und die für die beobachtete Aktivität verantwortlich sein könnten.  
5.2.3 T. thermophilus HB27 Genom Engineering 
Für die Optimierung eines Produktionsstammes, aber auch für grundlegende genetische 
Fragestellungen ist es essentiell, den entsprechenden Wirt genetisch zu modifizieren. 
Systeme, welche markerlose genomische Genveränderungen wie Deletionen, Insertionen 
und Punktmutationen ermöglichen, sind dabei wichtige Werkzeuge, da sie keine 
unerwünschten Elemente wie Antibiotikaresistenzgene oder Erkennungssequenzen für 
ortsspzifische Rekombinasen hinterlassen. Das in dieser Arbeit für T. thermophilus 
konstruierte, auf codA-basierende System bietet gegenüber bereits publizierten Methoden 
vor allem den Vorteil, dass für seine Anwendung keine weiteren Mutationen in T. 
thermophilus vorausgesetzt werden müssen. Die bereits für T. thermophilus publizierten 
Systeme, die auf pyrE (Tamakoshi et al. 1999), bgl (Angelov et al. 2013) oder upp basieren, 
benötigen jeweils einen pyrE-, bgl- oder upp-defizienten Ausgangsstamm. Da T. 
thermophilus HB27 kein Gen mit der Funktion von CodA trägt, kann der Wildtyp daher direkt 
verwendet werden. Ein weiterer Nachteil der Verwendung von Genen wie pyrE als 
Gegenselektionsmarker ist, dass der Stamm nach den gezielten genomischen 
Manipulationen Uracil-auxotroph bleibt. In zwei weiteren beschriebenen Systemen werden 
als Gegenselektionsmarker ein mutiertes pheS Gen für Tyrosin-tRNA Synthetase sowie das 
Gen rpsL für ein ribosomales Protein verwendet. In beiden Fällen gibt es eine weitere Kopie 
dieser Gene, das Wildtyp-Gen im Falle von pheS (Carr et al. 2015), und das mutierte Gen im 
Falle von rpsL1 (Blas-Galindo et al. 2007), im Genom. Dadurch könnte der Integrationsvektor 
statt in den Zielort auch in die homologen Kopien der Gene für die Gegenselektionsmarker 
integrieren. Diese Fehlintegration ist mit dem hier verwendeten heterologen codA Gen 
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ausgeschlossen. Allerdings sind auch die Sequenzen der in den Vektoren enthaltenen 
Promotoren PslpA und Pcel identisch mit denen im Chromosom bzw. mit denen auf dem 
Megaplasmid vorhandenen Kopien. Eine Rekombination zwischen den Promotoren ist 
jedoch unwahrscheinlich aufgrund der sehr kurzen homologen Sequenzen. 
T. thermophilus HB8 ist ein polyploides Bakterium mit 4-5 Kopien der chromosomalen DNA. 
Die Kopiezahl des Megaplasmids pTT27 (232 kb) sollte etwa gleich sein (Ohtani et al. 2010). 
Nachdem HB27 sehr nah mit HB8 verwandt ist, sollte die Situation bei HB27 ähnlich sein. 
Dadurch könnte es bei den gezielten Veränderungen des Genoms zu Problemen kommen, 
indem eine Zelle nach der Transformation sowohl mutierte- als auch Wildtyp-Allele  
gleichzeitig besitzt. Dies zeigte sich dadurch, dass bei den in T. thermophilus durchgeführten 
Deletionen mehrfache Vereinzelungen der Kolonie notwendig waren, um homogene 
Mutanten zu erhalten. 
Um die Funktion des auf codA-basierenden Genommodifikationssystems in T. thermophilus 
zu überprüfen, wurden zunächst Gene aus der Carotinoid-Biosynthese deletiert, da hier die 
Mutanten durch die Farbveränderung der Kolonien sofort sichtbar sind. Bisher wurden die 
Gene TT_P0060 als crtY für Lycopin-β-Cyclase und TT_P0066 als crtI für Phytoin-
Desaturase ausschließlich aufgrund der Genomsequenzanalyse so benannt. Lycopin ist das 
erste farbige Produkt in der Carotinoid-Biosynthese. Das Fehlen eines farbigen Carotinoids 
in T. thermophilus HB27 nach einer Deletion von crtI wies daher auf eine Unterbrechung des 
Carotinoid-Biosynthese-Wegs durch eine fehlende Phytoin-Desaturase hin. Nach Deletion 
des annotierten crtY Gens produzierte der Stamm dann hauptsächlich Lycopin, die Vorstufe 
von β-Carotin. Das Ergebnis stützt die Sequenz-Annotationen des CrtI. Die Funktion von 
CYP175A1, kodiert von TT_P0059, aus der P450 Superfamilie als β-Carotin-Hydroxylase 
war bereits in einer früheren Veröffentlichung gezeigt worden (Blasco et al. 2004). 
Neben den drei Genen aus dem Carotinoid-Biosyntheseweg wurde auch das bglT-Gen 
deletiert. Dieses Gen wurde in dieser Arbeit als Reportergen zur Analyse von Promotoren 
verwendet. Um störende Einflüsse der genomischen Kopie auf Promotormessungen in 
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Promotortest-Vektoren mit bglT als Reporter auszuschließen, wurde die genomische Kopie 
von bglT deletiert. Der daraus resultierende T. thermophilus LW19 (∆bglT) zeigte trotz des 
fehlenden bglT-Gens eine beträchtliche β-Galaktosidase-Aktivität. Ähnliches berichteten 
Park und Kilbane (Park und Kilbane 2004), die ebenfalls das bglT-Gen in T. thermophilus 
HB27 deletierten (T. thermophilus PPKU) und im Vergleich zum Wildtyp nur eine um 50 % 
reduzierte β-Galaktosidase-Aktivität fanden. Auch die Inaktivierung des bglT-Gens in T. 
thermophilus TH125, einer trpB-Mutante von HB27, führte nur zu einer Abnahme der β-
Galaktosidase-Aktivität um 55% (Fridjonsson et al. 2000). Für diese verbliebene β-
Galaktosidase-Aktivität sind vermutlich die Genprodukte von TT_P0220 und TT_P0222 
verantwortlich, die als β-Galaktosidasen annotiert sind (Henne et al. 2004). 
Die Deletion dieser 4 Gene zeigt, dass mit Hilfe des auf codA-basierenden Systems 
genomische Modifikationen in T. thermophilus schnell und einfach durchgeführt werden 
können. Auch wenn dieses hier nicht gezeigt wurde, sollten in der gleichen Weise 
Punktmutationen oder neue Gene oder Gencluster eingeführt werden können.  
Bei der Verwendung von pheS als Gegenselektionsmarker wurde eine spontane sehr große 
Deletion im Megaplasmid beobachtet, bei der die Gene für die Carotinoid-Biosynthese und 
die β-Glycosidase verschwanden. Diese Integration/Deletion wurde offenbar durch IS-
Elemente vermittelt (Carr et al. 2015). Mit dem codA-System wurden bisher noch keine 
unerwarteten Rekombinationsereignisse bzw. größere DNA-Rearrangements beobachtet. 
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Anhang 
195 
Anhang: 
 
Anhang 1: cDNA von Erv1p aus Chromosom VII von Saccharomyces cerevisiae s288c 
(BK006941.2; gi329138890:543553-544205) 570 Basen 
CATATGAAAGCTATCGACAAAATGACCGACAACCCGCCGCAGGAAGGTCTGTCTGGTCGTAAAATC
ATCTACGACGAAGACGGTAAACCGTGCCGTTCTTGCAACACCCTGCTGGACTTCCAGTACGTTACC
GGTAAAATCTCTAACGGTCTGAAAAACCTGTCTTCTAACGGTAAACTGGCTGGTACCGGTGCTCTG
ACCGGTGAAGCTAGTGAACTGATGCCGGGTTCTCGTACCTACCGTAAAGTTGACCCGCCGGACGTT
GAACAGCTGGGTCGTTCTTCTTGGACCCTGCTGCACTCTGTTGCTGCTTCTTACCCGGCTCAGCCGA
CCGACCAGCAGAAAGGTGAAATGAAACAGTTCCTGAACATCTTCTCTCACATCTACCCGTGCAACT
GGTGCGCTAAAGACTTCGAAAAATACATCCGTGAAAACGCTCCGCAGGTTGAATCTCGTGAAGAA
CTGGGTCGTTGGATGTGCGAAGCTCACAACAAAGTTAACAAAAAACTGCGTAAACCGAAATTCGA
CTGCAACTTCTGGGAAAAACGTTGGAAAGACGGTTGGGACGAATAAGCTT 
 
Anhang 2: PCR-Fragment für Pcel (0038)-TT_P0038-Pcel (0039) (-35, -10 markiert) 
CCATGGGGGCTTCCTCGCCTACTAGAGGAGGGCGTAGGGGGGGTTCGCGCCGTTCCTTGAGCGTGC
CCCATCCTGGCCCCGCGCGACCGAGGCCTAAAGGGGTGGGCGCCGCCGAAAACGGCCACCGATCC
CCCCTCATGCCCCCGCTTCTCTAGGGGCCCAGATCCCGGGGCGCGAGGGGAGGAGGGCTCGAGGC
CCCCCTCTTGCAAGCGCTTTCAACAGATGCTATACTCCCGGGCAAAGATGACCAAGGCTCGCCCCA
CCATCGCCGAAGTGGCCCGCCGCGCGGGCGTCTCCCCGGCCACGGTGTCCCGGGTGCTCAACGGCA
CCGCCCGGGTCTCCCCGGAGAAGGTGCGGGCGGTGCTCCAGGCGGTGGAGGAGCTGGGCTACGCC
CCGAGCCCCCTGGCCCAGGGCCTGGCCACGGGGCGTTCCTACGCCGTGGGCATCCTCCTCTCGGAC
TTCGCCAGCCCCTTCTTCGGCCCCATCCTCGAGGCCCTCACCCTGGAGCTGGAGGCCACCCCCTACC
GCCCCATCGCCGTGCCCGGCCACTGGAGCCTGGTGAGGGAGCTGGAGGCCCTGGAGTTTCTGAAGG
CCCACCGGGTGGAGGCCCTGGTCCTCCTCGGCACCGCCCTGGACGGGGAGGCCTTGGGGGAGTTGG
GCATCCCCGTCCTCGCCTTCGGCCAGCGGGTAGAGGGGCCGAAGGCCTGGTCCCTCTGCCTGGACA
ACCAGCAGGCGGCCTACGAGGCCACGCGCTACCTCATTGACCGGGGGCACACCCGCATCGTCCAC
ATCTCCAGCCACCGCGGGGGAATGGACGTCCGGGACAGGCTTCTCGGGTACCGCAAGGCCATGCG
GGAGGCGGGCCTCGAGGCCCGGGTGGTCTACGGCGATCTGGAGGAGGAGGGCGGCTACCGCGCGG
CGGCCGAGGCCTTCCGCCGCTACCCCGACACCACCGCCATTTTCGCCGCCAACGACCAGACGGCCT
TCGGCGCCAGGCTTTACCTCTACGAGCAAGGGCTTCGCGTGCCCGAGGACGTCTCCCTCGTGGGGT
TTGACGACATCGCCCTTAGCGCCTACCAGATCCCCCCGCTCACCACCGTGCGCCAGCCCATCCAAG
ACATCGGAATAGCCCTGGGCCGCGCGCTCCGGGCGGTCCTCGCGGGGGAGGTGCCCACCCTGCCCC
GCCTGGAGCTCCGGCTGGTGGAAAGGGCCTCGGTAAGGGAGGTGAGAGCCTGAAGGAAACGGCGG
CCCTTAGGCCCTAGGCCCTCGGCCCACCCCGAAAAGGGGTGGTGGACGCGAAAGGAGGTTCCCAT
GATTAAGGGATCC 
 
 
Anhang 3: PCR-Fragment der Promotorregion Ptre des vermuteten Trehalose-Operons 
CCATGGAGGAGCTGGAGTACACGGGGATCGCCGAGCGGCTGAAGGCTTTGGAGCGGGAGTTCAGT
TAAAGACCGCTAGGGGCGGCCCCGGGAGGCTCCCGGGGCCCGCTTCTTCACTTTCCCGTGGAGGGG
GTTTCAAAAGCCTTGACGGGGGGCGGGAAAGGGGGGTATGCTCTCCCCCAAAGAAAGGAGGTGGA
GCGTGCGGAAAGGATCC 
 
Anhang 4: PCR-Fragment der Promotorregion PmalE des TMSP-Operons 
CCATGGACCTTCCTCCTGCTGGATGAAACCGTAGCCTTTTTCCGCGTTGAACCACTTTACGATGCCT
TTGTTCATGCCTACTCCTTCAAATCCCTTTCCAAACCCATCTTTGGCTTCGGAAAGTAACTTAATTGT
TTCACGCGCCCAAGCAAAAGTCAACCCCTCCCCCCTTGACGCTCCCCCAAAAGCCCCCTTATAATC
GCTGTGGAATAGCTTCCAAAGGAGGTACGGTATGCAAAGGATCC 
Anhang 
196 
 
Anhang 5: Sequenz des optimierten codA_Tmar 
GGATCCGACATCGTGATCCGGCATTGCAAGCTCCGGGACCGTTCCGATCTCGTCGATATCGCCATC
CGGGACGGGATCATCGCGGCCGTCGAACCTCGGTACGAGGGCCCGGCGGGGGAGGAAATCGATGC
CGCGGGCCGCCTGGTGACACCGCCCTTGGTCGATCCGCATCTGCATCTTGATGCCGTGCTCACCGTC
GGTCAGCCGCGCTTCAACGAGAGCGGCACGTTACTGGAGGGCATCGCCATCTGGGCCGAGCGCAA
GGCCATGTTGACCGAAGAGGATATCATTCGCCGGGCCACGGAGGCTGTGCGTTGGGAGGTGGCCC
AGGGCGTCGGGTTCATCCGTACCCACGTCGACGTGTGCGACCCGAACCTTACCGCCCTAAAGGCCC
TGCTGCAAGTGAAGGAACGGGTGCGGCATCTTTGCGCCATTCAGATCGTGGCGTTCCCCCAAGAGG
GCATCCTTGCATATCCGGGCGGCCTCGACCTCATGCGGGAAGCCTTACGCATGGGTGCCGACGTGG
TCGGCGGGATTCCTCATTACGAGTATACCCGCGAAGACGGGGTGGCCAGCGTCCACGCCGCCTTTG
ACCTGGCGCTTGAGTTTGATCGTCTTATCGATATTCATTGTGACGAAACCGACGATCCACACTCGCG
CTTTGTTGAGACAATGGTTGCACGGACCATACGGGACGGTTTGGAAGGGCGGGTGACGGCGAGCC
ATACCACAGCCATGGGCTCCTATAACGACGCATACGCCTTTAAGTTGATGCGTCTCATGGCGAAGG
CCGAACTCCACGTGATTACCAATCCGCTAGACAACATCATTCTCCAGGGACGATTCGATTCCTATCC
GAAGCGACGTGGTTTGACTCGCGTCAAGGAACTTCTGGAGATGGGCGTCAACGTGGCCACAGGTC
ACGATTCCATCATGGACCCATGGTATCCTCTCGGCACGGGAAATATGCTACAGGCTGCGTGGTTGT
TGTTGCATGTGGCGCACATGAGTGGTCGTAGGGAGATGAAGAAGGTGTTTGACACCATCACGGAC
AATGCCGCTCGGTGCCTAGGAATTGCGGACGAGTACGGCATTGGGGTTGGTAAACCTGCCAATCTC
GTCGTCCTTGACGCCGTCGACGAGATCGATGCTTTACGGCGTCAGGCGGTGGCCCGCTACGTACTG
CACCGCGGGCGCGTTGTGGCCGAGACGGTGCCATCGCAGAGCCGGGTGTACGAGGCGAGCGGCGA
CGTGCGGGACGTTACCTTTCGGATGTAAGCTT 
 
Anhang 6: Terminatorsequenz von 23S- und 5S-rRNA Operon von HB27 
TAACGAAAGCCTGTTCCCGCGCTTTCAAGCCGCCCCGCTCTGGCCGGCAGCGCACCCCCCGTTAGG
GGGGTGCTTTTTTTCCCGCCGAGGCCTGGCCTCGGCGGGGCCTTTTTTTAGAGGCCGCGCACGTTGA
GGAA 
